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INTRODUCCIÓN.

1. LA TRANSFORMACIÓN GENÉTICA DE LOS HONGOS 
FILAMENTOSOS.
El avance en el conocimiento de la biología de los organismos está 
directamente relacionado con la aplicación de técnicas genéticas. En este 
sentido, una de las más eficaces es la transformación. Los primeros 
organismos transformados fueron especies bacterianas, aunque pronto se 
pensó en el potencial que supondría la aplicación de estas técnicas a otros 
sistemas de mayor complejidad. La primera transformación genética de una 
especie fúngica se llevó a cabo en Neurospora crassa (Mishra y Tatum, 1973). 
Este logro fue recibido con escepticismo por la comunidad científica, ya que en 
aquel momento se pensaba que la transformación de un eucariota era, si no 
difícil, imposible. El procedimiento no era reproducible y no se disponía de 
técnicas para demostrar de manera inequívoca la presencia de DNA exógeno 
dentro de las células receptoras. Un avance considerable fue la transformación 
de protoplastos de la levadura Saccharomyces cerevisiae (Hinnen et al., 1978; 
Beggs, 1978). Posteriormente, la transformación de protoplastos se extendió al 
grupo de los hongos filamentosos desarrollándose protocolos para N. crassa 
(Case et al., 1979), y Aspergillus nidulans (Ballance et al., 1983; Tilburn et 
al., 1983; Yelton et al., 1984). En la actualidad las técnicas de transformación en 
hongos filamentosos están muy extendidas y se han aplicado a una gran 
variedad de especies.
1.1. TÉCNICAS DE TRANSFORMACIÓN.
La transformación genética de un organismo requiere que éste incorpore 
y exprese un DNA exógeno que confiera una ventaja selectiva a las células 
que lo han recibido. Las células que son capaces de incorporar DNA exógeno 
se denominan competentes. Algunas bacterias como Bacillus subtilis, 
Haemophilus influenzae o Streptococcus pneumoniae presentan un estado 
fisiológico natural de competencia (Santos, 1983). En otros microorganismos 
como Escherichia coli (Hanahan, 1983) o S. cerevisiae (Beggs, 1978; Hinnen et
al., 1978) este estado debe inducirse artificialmente. Los hongos filamentosos 
no presentan un estado de competencia natural, de forma que ésta se 
consigue de artificialmente mediante la obtención de protoplastos, el 
tratamiento con iones alcalinos o la electroporación.
1.1.1. Transformación de protoplastos.
Un protoplasto es una célula viva a la que se le ha eliminado la pared 
celular. Cuando conservan restos de pared se denominan esferoplastos. Se 
han obtenido protoplastos de muchas especies de hongos filamentosos 
utilizando enzimas que degradan los distintos componentes de la pared celular 
(Davis, 1985). En la mayoría de los casos estas enzimas se han purificado a 
partir de microorganismos, incluyendo los propios hongos filamentosos, como 
es el caso de las enzimas líticas de Trichoderma harzianum (Hamlyn et al., 
1981). Los protoplastos se pueden generar tanto a partir de micelio joven como 
de esporas (Bos et al., 1983). Los primeros son con frecuencia multinucleados 
mientras que los procedentes de esporas son generalmente uninucleados. 
Esta última característica es deseable en los experimentos de recombinación, 
ya que la presencia de más de un núcleo puede dificultar la interpretación de 
los resultados. A pesar de ello, y debido a la resistencia de la pared celular de 
los conidios a la acción enzimática, está más extendida la obtención de 
protoplastos a partir de micelio.
Para obtener transformantes utilizando protoplastos fúngicos se pueden 
seguir distintos protocolos que se comentan a continuación.
a) Transformación mediada por poiietiién gticol (PEG). Es el sistema 
más tradicional, y se basa en las técnicas de fusión de protoplastos. Para 
llevar a cabo la transformación, los protoplastos se incuban durante un tiempo 
variable con soluciones que contienen CaCI2) PEG y el DNA transformante. 
Posteriormente los protoplastos se siembran en placas con un medio 
adecuado que permita la selección de los clones transformantes. El 
mecanismo por el que el tratamiento con CaCI2 y PEG facilita la entrada del 
DNA es desconocido, aunque algunos autores sugieren que el calcio permite 
la unión del DNA a los protoplastos mediante la compensación de la repulsión 
entre cargas negativas. La adición posterior de PEG induce la fusión de
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membranas adyacentes y las moléculas de DNA se internan en la célula 
durante esta fusión (Hinnen, 1985). Otros sugieren que las concentraciones de 
PEG relativamente altas en combinación con los cationes bivalentes producen 
partículas de DNA precipitado que penetran en los protoplastos (Maas y Werr, 
1989).
b) Transformación mediada por liposomas. En 1981, Radford y 
colaboradores desarrollaron un método alternativo para transformar N. crassa. 
En este sistema el DNA se encapsula en liposomas y se induce su fusión con 
los protoplastos. la  comparación de las frecuencias de transformación 
obtenidas con DNA desnudo y con DNA encapsulado en liposomas indica que 
la eficacia del segundo método es mayor, pero no lo suficiente como para 
justificar eJ trabajo adicional que supone la preparación de liposomas.
c) Transformación por electroporación. La electroporación es un 
proceso físico que, de modo transitorio, hace permeables las membranas 
biológicas a distintas macromoléculas (nucleótidos, proteínas, carbohidratos, 
colorantes, partículas víricas y moléculas de DNA o RNA), mediante la 
aplicación de un campo eléctrico de corta duración. Es una técnica rápida y 
reproducible que evita el uso de reactivos químicos como el PEG o el acetato 
de litio que pueden ser tóxicos para las células. Con su desarrollo se posibilita 
la transformación de especies fúngicas que no se podían transformar por otros 
métodos (Richey et a/., 1989).
Con este sistema se ha transferido DNA a células animales (Stopper et 
al., 1985), protoplastos vegetales (Riggs y Bates, 1986), levaduras (Hashimoto 
et al., 1985; Karube et al., 1985) y bacterias (Fiedler y Wirth, 1988; Miller et al., 
1988). La aplicación de esta técnica al grupo microbiano de los hongos 
filamentosos es más reciente y los resultados obtenidos han sido dispares. 
Richey y colaboradores (1989) transformaron protoplastos de A. nidulans y 
Fusarium solani y obtuvieron frecuencias de transformación menores a las 
obtenidas con PEG y CaC^. Chakraborty y Kapoor (1990) transformaron 
conidios en germinación de N. crassa y Penicillium urticae obteniendo 
frecuencias de transformación muy elevadas. Ozeki y colaboradores (1994) 
transformaron conidios de Aspergillus niger y las frecuencias obtenidas fueron 
ligeramente más bajas que las obtenidas con protoplastos y PEG. Asimismo,
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Goldman y colaboradores (1990) transformaron esferoplastos de T. harzianum, 
con una frecuencia de transformación similar a la obtenida con el método 
tradicional, pero, en contraste, todos los transformantes obtenidos fueron 
estables.
1.1.2. Métodos de transformación alternativos al empleo de protoplastos.
La obtención de protoplastos es un proceso laborioso ya que debe 
determinarse el tiempo óptimo de incubación para cada lote de enzima y seguir 
en cada experimento la degradación de la pared celular. Por ello se han 
desarrollado otros métodos alternativos de transformación que se detallan a 
continuación.
a) Transformación inducida por iones aicalinos. En este método se 
utilizan altas concentraciones de iones metálicos alcalinos para inducir en 
células intactas la permeabilidad al DNA. No se conoce la manera exacta en 
que estos iones pueden facilitar la entrada del DNA al interior de la célula.
Imura y colaboradores (1983) usaron CaCI2 0.2 M para transformar 
células de levadura y obtuvieron frecuencias de transformación ligeramente 
superiores a las obtenidas con protoplastos. Ito y colaboradores (1983) 
transformaron células de levadura mediante tratamiento con varios cationes 
(Li, Cs, Rb, K y Na) y encontraron que el acetato de litio 0.1 M producía las 
frecuencias de transformación más elevadas. Este procedimiento también se 
ha utilizado con éxito en N. crassa (Dhawale et al.,1984) y Ustilago violácea 
(Bej y Perlin, 1989). En ambos casos se incubaron conidios en germinación 
junto al DNA transformante en presencia de dicha sal. Las frecuencias de 
transformación obtenidas fueron significativas. La ventaja de este método 
radica en su sencillez pero los resultados pueden ser muy variables.
b) Transformación biolística. La metodología de transformación 
biolística fue desarrollada por Sanford y colaboradores en 1987 para introducir 
ácidos nucléicos a través de la pared intacta de células vegetales. Las células 
son bombardeadas con microproyectiles metálicos recubiertos de ácidos 
nucléicos que pueden llegar a transformarlas de forma estable o transitoria.
Con este método se han transformado gran variedad de tejidos de 
distintas especies de plantas (Klein, et al., 1988a, b), incluyendo especies que
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con otros métodos eran difíciles de transformar (Gordon-Kamm et al., 1990; 
McCabe et al., 1988). También se ha utilizado con éxito en células animales 
(Williams et al., 1991; Yang et al., 1990), lo cual ha llevado a especular sobre 
su uso en la producción de anticuerpos y en terapia génica (Sanford, 1990). 
Este procedimiento hizo posible la transformación de orgánulos subcelulares 
como mitocondrias (Johnston et al., 1988; Fox et al., 1988) y cloroplastos 
(Boynton et al., 1988; Daniell et al., 1990). De la misma manera se han 
transformado especies microbianas, incluyendo bacterias (Shark et al., 1991), 
levaduras y hongos filamentosos (Armaleo et al., 1990).
Aunque en el grupo de los hongos filamentosos esta técnica no se usa de 
manera rutinaria, su aplicación ha servido para transformar especies 
refractarias a las técnicas citadas anteriormente (Hilber et al., 1994). Se ha 
utilizado en T. harzianum y Gliocladium vlrens, obteniéndose mayores 
frecuencias de transformación y transformantes más estables que utilizando 
protoplastos (Lorito et al., 1993). Sin embargo en N. crassa este sistema fue 
menos eficaz (Armaleo et al., 1990).
La transformación biolística es una técnica reproducible de aplicación 
muy simple ya que los tejidos o las células a transformar no necesitan ningún 
tratamiento previo. Esta característica hace la técnica atractiva para su 
aplicación en el grupo de los hongos filamentosos ya que evita la formación de 
protoplastos con el consiguiente ahorro de tiempo.
1.2. SISTEMAS DE SELECCIÓN DE LOS CLONES TRANSFORMANTES.
Cualquier sistema de transformación necesita un sistema de selección 
adecuado que permita distinguir las células que han incorporado el DNA 
transformante de las que no lo han hecho. El sistema de selección depende 
del vector utilizado en la transformación, ya que éste debe incluir un gen que 
codifique la característica fenotípica a seleccionar. Dependiendo del marcador 
selectivo incluido en el plásmido transformante, en el grupo de los hongos 
filamentosos se han desarrollado sistemas de selección basados en la 
resistencia a inhibidores del crecimiento, en la complementación de 
auxotrofías, o en la utilización de determinadas fuentes nutricionales (figura 1).
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FIGURA 1. Sistemas de selección de los clones transformantes A) Selección por resistencia a inhibidores del crecimiento B) 
Selección por complementación de auxotrofías C) Selección por utilización de acetamida como única fuente de carbono, 
(aa aminoácido, aa mutante auxótrofo en la síntesis de un determinado aminoácido, aa*: alelo silvestre que codifica el gen 
mutado, amd acetamida, amdS: gen que codifica la acetamidasa, ant: inhibidor, anf gen de resistencia al inhibidor, MC 
medio completo, MM medio mínimo, wt cepa silvestre)
1.2.1. Resistencia a inhibidores del crecimiento.
En este sistema el vector de transformación porta un gen cuyo producto 
inactiva una droga que es capaz de inhibir el crecimiento de la cepa silvestre 
del hongo. Este sistema de selección únicamente requiere que el organismo a 
transformar sea sensible a la droga utilizada, presentando la ventaja de poder 
utilizarse directamente sobre la cepa silvestre (figura 1A). Esta característica 
hace posible transformar la mayoría de especies fúngicas, incluidas aquellas 
poco estudiadas para las que no existen colecciones de mutantes. Como 
contrapartida, las drogas suelen ser caras y las frecuencias de transformación 
obtenidas no son muy elevadas. Esto último es debido a que muchas veces los 
genes de resistencia son de origen bacteriano y sus señales reguladoras no 
son funcionales en hongos. Para solucionar este problema se han desarrollado 
vectores de transformación en los cuales el gen de resistencia está bajo el 
control de señales reguladoras de hongos (Peñalva et al., 1985; Turgeon et al., 
1987). De esta manera se han conseguido frecuencias de transformación 
comparables a las obtenidas con el sistema de complementación de 
auxotrofías (ver apartado 1.2.3 de esta sección).
Algunos sistemas usan como marcadores selectivos alelos mutantes 
dominantes. En estos el producto génico del gen mutado presenta una 
sensibilidad reducida o nula al inhibidor. Este es el caso de los genes que 
confieren resistencia a oligomicina (oliC) en A. nidulans (Ward et al., 1986) y a 
benomilo en A. nidulans (benA) y N.crassa (Bml) que son respectivamente 
alelos mutantes de los genes que codifican la subunidad 9 de la ATP sintasa 
mitocondrial y la p-tubulina (Orbach et al., 1986; Dunne y Oakley, 1988).
1.2.2. La resistencia a higromicina B: un marcador de selección de uso
generalizado en hongos filamentosos.
Uno de los marcadores de resistencia más utilizados en hongos 
filamentosos es el de la resistencia a la higromicina B (HmB). Este compuesto 
es un antibiótico aminoglicósido producido por Streptomyces hygroscopicus 
que inhibe la síntesis de proteínas tanto en organismos procariotas como 
eucariotas, interfiriendo en el proceso de translocación (Cabañas et al., 1978;
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González et al., 1978) y causando errores de lectura en la traducción (Singh et 
al., 1979). La mayoría de los antibióticos aminoglicósidos pueden ser 
inactivados por tres mecanismos enzimáticos distintos: acetilación, adenilación 
y fosforilación (Haas y Dowding, 1975). Ciertos microorganismos poseen 
algunas de estas actividades enzimáticas, con lo cual presentan resistencia a 
estos inhibidores del crecimiento. Así, Escherichia coli posee una HmB- 
fosfotransferasa que inactiva HmB por fosforilación (Gritz y Davies, 1983; Rao 
et al., 1983). Estudios más detallados utilizando espectrofotometría de masas y 
resonancia magnética nuclear, establecen que dicho enzima fosforila el grupo 
4-OH adyacente al metilamino del carbono 3, dando lugar al producto inactivo 
4-0 - fosforil-HmB. También S. hygroscopicus se protege de los efectos tóxicos 
de la HmB mediante fosforilación del grupo 7”0H  (Leboul y Davies, 1982; 
Pardo et al., 1985). En la figura 2 se indican los sitios de modificación en 
ambas especies.
Los genes de E. coli (Gritz y Davies, 1983; Kaster et al., 1983; Rao et al.,
1983) y S. hygroscopicus (Malpartida et al., 1983; Zalacaín et a l, 1986) que 
codifican estas HmB-fosfotransferasas han sido clonados y secuenciados, no 
presentando homología entre ellos (Zalacaín et a l, 1986). Este hecho no 
sorprende sabiendo que la enzima de E. coli y la de S. hygroscopicus 
modifican grupos OH distintos en la HmB (Pardo et a l, 1985). El gen de la 
HmB-fosfotransferasa de E. coli (hph) ha sido muy utilizado como marcador de 
selección en sistemas de transformación para E  coli (Gritz y Davies, 1983; 
Kaster et a l, 1983), S. cerevisiae (Gritz y Davies, 1983; Kaster et al, 1984), 
distintas especies de hongos filamentosos (Fincham, 1989), células de plantas 
(van den Elzen et a l, 1985; Waldron et al, 1985) y células de mamífero 
(Bernard et al, 1985). Utilizando este gen se han desarrollado sistemas de 
transformación por resistencia a HmB en especies de hongos filamentosos de 
interés industrial como A. niger (Punt et al, 1987; Mohr y Esser, 1990), 
Cephalosporium acremonium (Queener et al., 1985), Penicillium roqueforti 
(Durand et al., 1991) y Trichoderma longibrachiatum (Sánchez-Torres et al,
1994); en hongos patógenos de plantas como Cochiobolus heterostrophus 
(Turgeon et al, 1987), Fulvia fulva (Oliver et al, 1987) y Ustilago maydis 
(Tsukuda et al, 1988, Wang et a l, 1988), e incluso en hongos patógenos de
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FIGURA 2. Esquema del modo de acción de las HmB fosfotransferasas. Las 
flechas indican el sitio de fosforilación en la molécula de HmB que 
conlleva su inactivación.
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animales como Trichophyton mentagrophytes (González et al., 1989). Aunque 
este sistema es particularmente útil en aquellos microorganismos cuya 
genética no ha sido muy estudiada, también se ha usado en hongos bien 
caracterizados genéticamente como A. nidulans y N. crassa (Cullen et al., 
1987a; Punt et al., 1987; Chakraborty y Kapoor, 1990).
1.2.3. Complementación de auxotrofías.
Este sistema exige que la cepa receptora utilizada en el experimento de 
transformación posea una mutación en un gen cuyo producto génico esté 
implicado en la ruta de biosíntesis de un aminoácido, una base nitrogenada o 
una vitamina. Esta mutación impide que la cepa pueda crecer en medio 
mínimo, a menos que éste se suplemente con un metabolito de la ruta 
producido en un paso posterior al mutado. El vector usado en la 
transformación debe contener el alelo silvestre del gen mutado. De esta 
manera los clones que hayan incorporado este alelo podrán crecer en medio 
mínimo (figura 1 B).
Este sistema de selección se ha utilizado en sistemas homólogos en los 
cuales el marcador procede de la cepa silvestre de la especie fúngica a 
transformar (Case et al., 1979; Buxton y Radford, 1983; Oakley et al., 1987a) y 
también en sistemas heterólogos utilizando marcadores de una especie para 
transformar otras especies filogenéticamente próximas (Ballance et al., 1983; 
Chumley etal., 1985; Mattem et al., 1987).
Las frecuencias de transformación obtenidas son aceptables y el sistema 
de selección es muy efectivo, ya que no suele haber crecimiento inespecífico 
de células no transformadas. Sin embargo, una limitación al uso de este tipo 
de selección es que se debe disponer tanto de una mutación con baja 
frecuencia de reversión en la cepa receptora, como del gen silvestre clonado 
que complementa la mutación. En muchas ocasiones disponer de mutantes 
adecuados no es un requisito trivial, especialmente en hongos patógenos o de 
interés industrial. En ellos la introducción de mutaciones especificas puede ser 
difícil y a menudo resultar perjudicial, ya que durante el proceso de 
mutagénesis pueden producirse modificaciones genéticas no deseadas que 
afecten a las características por las cuales el hongo es utilizado (Rambosek y
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Leach, 1987). Algunos de los marcadores auxotróficos utilizados con más 
frecuencia en hongos filamentosos aparecen en la tabla 1 .
TABLA 1. Algunos de los marcadores de auxotrofía más utilizados en sistemas
de transformación de hongos filamentosos.
MARCADOR SELECCIÓN REFERENCIA
argB Prototrofía para la arginina John y Peberdy, 1984
pyrG Prototrofía para la uridina Ballance et al., 1983
pyroA Prototrofía para la piridoxina Hull et al., 1989
riboB Prototrofía para la riboflavina Oakl eyetal., 1987b
trpC Prototrofía para el triptófano Yelton et al., 1984
1.2.4. La complementación de mutantes en omitina transcarbamilasa: un 
marcador común en hongos filamentosos.
En el presente trabajo se ha utilizado como marcador el gen argB de A. 
nidulans que codifica la omitina transcarbamilasa (OTCasa). La OTCasa 
(carbamil fosfato: L-omitina carbamil transferasa, E.C. 2.1.3.3.) es una enzima 
trimérica que interviene en la ruta de biosíntesis de la arginina catalizando la 
condensación de ornitina y carbamil fosfato para formar citrulina (figura 3). En 
hongos, la OTCasa está codificada por un gen nuclear, se sintetiza en el 
citoplasma y se dirige a la mitocondria donde tiene lugar la reacción que 
cataliza.
En algunas especies de hongos filamentosos los genes que codifican 
esta enzima han sido clonados y secuenciados. En A. nidulans el gen que 
codifica la OTCasa (denominado argB) se clonó por complementación de la 
mutación correspondiente en S. cerevisiae (Berse et al., 1983). Este gen 
codifica una proteína de 359 aminoácidos que presenta una secuencia señal
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FIGURA 3. Ruta de síntesis de la arginina a partir de carbamil fosfato y 
omitina.
de 20 aminoácidos (Upshall et al., 1986). El gen argB de A. nidulans ha sido 
utilizado como marcador de selección en numerosos experimentos de 
transformación de A. nidulans (John y Peberdy, 1984; Johnstone et al., 1985; 
Upshall, 1986; Upshall et al., 1986; Fungaro et al., 1995). También se ha 
utilizado para transformar, entre otras, cepas mutantes de A. niger (Buxton et 
al., 1985), Aspergillus. oryzae ( Gomi et al., 1987; Christensen et al., 1988; 
Hahm y Batt, 1988), Magnaporthe grísea (Parsons et al., 1987), N. crassa 
(Weiss et al., 1985) y Trichoderma reesei (Penttilá et al., 1987). El gen de la 
OTCasa de A. niger (denominado también argB) se clonó por 
complementación de un mutante argB de A. nidulans y codifica una enzima de 
370 aminoácidos que presenta una identidad del 87% con la OTCasa de A. 
nidulans y de un 40% con la OTCasa humana (Buxton et al., 1987).
Los péptidos señal de la mayoría de las OTCasas de eucariotas 
presentan baja homología de secuencia pero comparten una estructura similar. 
Están compuestos por aminoácidos básicos e hidroxilados y carecen de 
residuos ácidos, características comunes de los péptidos señal de las 
proteínas que se dirigen a la mitocondria. Además, en la zona amino terminal 
de las OTCasas de hongos se ha encontrado una secuencia de procesamiento 
consenso compartida con otras proteínas fúngicas que también se localizan en 
la mitocondria (Skrzypek e ta i, 1990).
Todas las OTCasas secuenciadas comparten cierta homología de 
secuencia con la aspartato transcarbamilasa (carbamilfosfato: L-aspartato 
carbamil transferasa, ATCasa, EC 2.1.3.2) de E  coli (Huygen et al., 1987). 
Esta enzima condensa aspartato y carbamil fosfato para formar 
carbamilaspartato en una reacción análoga a la de la OTCasa. La ATCasa 
consta de dos trímeros de cadenas catalíticas unidas por tres dímeros de 
cadenas reguladoras. Por cristalografía de rayos X se han determinado 
algunos componentes de la estructura secundaria de uno de los péptidos 
catalíticos que forman esta proteína y se han organizado en dos dominios, el 
polar y el ecuatorial. Su secuencia primaria puede dividirse en dos mitades 
que se corresponden con estos dominios. La mitad N-terminal de la proteína 
se corresponde con el dominio polar y la mitad C-terminal con el dominio 
ecuatorial. Utilizando análogos de sustratos se han podido determinar los
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residuos que intervienen en la unión del carbamilfosfato y el aspartato 
(Houghton et al., 1984). La comparación de las secuencias primarias de 
OTCasas de distintos orígenes con la ATCasa de E. coli ha permitido 
identificar algunos residuos implicados en la función de estas enzimas. Así, en 
el dominio polar, zona en la que se han encontrado los elementos de 
estructura secundaria más conservados, se han podido identificar los residuos 
responsables de la unión con el carbamil fosfato, el sustrato común de estas 
enzimas. El dominio ecuatorial que presenta una estructura secundaria menos 
conservada, se ha propuesto como la zona de unión de los sustratos distintos 
(Houghton et al., 1984; Huygen e ta i, 1987; Skrzypek e ta i, 1990). La similitud 
de estructura entre las OTCasas ha permitido expresar la OTCasa de rata en 
un mutante argB de A. nidulans. La presencia de OTCasa catalíticamente 
activa indica que A. nidulans es capaz de reconocer el precursor de la OTCasa 
de rata, importarlo hacia la mitocondria y ensamblar los tres monómeros para 
conseguir la proteína activa (van Heeswijck et ai, 1990).
La síntesis de arginina en A. nidulans y N. crassa está controlada por un 
sistema de regulación general en el cual los niveles de varias enzimas 
implicadas en la síntesis de algunos aminoácidos aumentan como respuesta a 
la limitación en el medio de cultivo de alguno de ellos (Carsiotis y Jones, 1974; 
Carsiotis et ai, 1974; Piotrowska, 1980; Davis, 1986). Este sistema de 
regulación general contrasta con el sistema de control que predomina en 
bacterias en las cuales las enzimas de una ruta concreta sólo responden al 
producto final de dicha ruta. En la levadura S. cerevisiae, la limitación de 
aminoácidos conlleva el aumento de la proteína GCN4. Esta proteína se une 
específicamente a la secuencia TGACTC presente en los promotores de los 
genes de la biosíntesis de aminoácidos sometidos al control general para 
activar su transcripción (Davis, 1986; Hinnebusch, 1988). Esta secuencia 
también se encuentra presente en los promotores de los genes argB de A. 
nidulans y A. niger. En A. nidulans se ha demostrado que la respuesta del gen 
argB al control general de aminoácidos depende de la presencia de 
determinadas copias de esta secuencia (Goc y Weglenski, 1988). En N. crassa 
se ha identificado el gen cpcl (Barthelmess, 1982) que codifica la síntesis de 
una molécula que regula positivamente la transcripción de los genes
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sometidos al control general. Los mutantes en este gen, como los mutantes en 
el gen GCN4 de S. cerevisiae, no presentan aumento de los niveles de 
OTCasa o de su mRNA como respuesta a la limitación de algún aminoácido. 
Las secuencias de aminoácidos deducidas de los genes cpcl y GCN4 
presentan una elevada homología en las regiones implicadas en la activación 
de la transcripción y en los dominios de unión al DNA (Paluh et al., 1988), y la 
proteína CPC1, tal como GCN4, presenta afinidad específica por la secuencia 
consenso TGACTC (Ebbole etai., 1991; Paluh y Yanofsky, 1991).
1.2.5. Sistemas basados en la utilización de acetamida.
En algunos organismos se han usado como marcadores dominantes 
genes que permiten la utilización de fuentes nutricionales que no son 
metabolizadas por la cepa receptora. Así, se han desarrollado sistemas de 
selección basados en la utilización de acetamida como única fuente de 
nitrógeno (figura 1C). Este fenotipo parece estar confinado al género 
Aspergillus. En concreto A. nidulans es capaz de utilizar la acetamida como 
fuente de carbono y de nitrógeno por poseer un gen denominado amdS que 
codifica una acetamidasa, enzima que cataliza la conversión de acetamida en 
acetato y amonio. Se han desarrollado vectores que portan el alelo silvestre 
del gen amdS y se han utilizado para transformar varias especies fúngicas 
(Tilburn et al., 1983, Kelly y Hynes, 1985, Christensen et al., 1988). Este 
sistema proporciona una forma directa de selección de los transformantes por 
su capacidad para crecer en acetamida como única fuente de nitrógeno 
(Hynes y Davis, 1986). La integración en el genoma receptor de varias copias 
del gen amdS hace que el crecimiento de la cepa transformada sea más 
vigoroso, proporcionando un criterio de selección adicional.
1.2.6. Marcadores seleccionables bidireccionalmente.
En ocasiones es muy útil disponer de un gen marcador que pueda 
seleccionarse por la pérdida y la restauración de su función. En hongos hay 
algunos genes marcadores que cumplen este requisito. Por ejemplo, la 
mayoría de los hongos filamentosos pueden utilizar el nitrato como única 
fuente de nitrógeno. Los mutantes en el gen estructural de la nitrato reductasa
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(niaD) se obtienen fácilmente mediante selección por su resistencia a clorato. 
Una vez obtenidos se identifican por su incapacidad de crecer con nitrato 
como única fuente de nitrógeno. Cuando al transformar se complementa la 
mutación con el gen silvestre, la cepa vuelve a ser capaz de crecer en 
presencia de nitrato y es sensible a clorato. El proceso de obtención de 
mutantes en niaD no implica el uso de mutágenos, por lo que la posibilidad de 
que aparezcan mutaciones en otros genes es muy reducida. Además, la ruta 
de asimilación de nitrato no es indispensable para el crecimiento ni interfiere 
con otras rutas metabólicas celulares. Por todo ello es un sistema muy 
adecuado para hongos de interés industrial en los cuales la aparición de 
mutaciones no deseadas es un problema (Whitehead et al., 1989). La 
estabilidad de los transformantes es muy fácil de detectar pues sólo los 
inestables recuperan su capacidad de crecer en medio con clorato. Las 
ventajas de este sistema han extendido su uso a una gran variedad de hongos 
filamentosos, usando tanto genes homólogos (Unkles et al., 1989a; Homg et 
al., 1990; Whitehead et al., 1990; Gouka et al., 1991) como heterólogos 
(Whitehead etai., 1989; Malardier et al., 1989; Daboussi et al., 1989; Unkles et 
al., 1989b; Sánchez-Fernández et al., 1991).
Existen sistemas similares al descrito anteriormente que usan mutantes 
en la orotidina-5’-fosfato descarboxilasa (pyrG en A. nidulans, pyr4 en N. 
crassa), o mutantes sC' deficientes en adenosina trifosfato sulfurilasa. En el 
primer caso los mutantes pueden seleccionarse por su resistencia al ácido 5- 
fluoroótico (Diez et al., 1987). En el segundo, los mutantes sC  no pueden 
crecer con sulfato como única fuente de azufre y son resistentes al análogo 
tóxico selenato (Buxton et al., 1989). A diferencia de los mutantes pyrG, los 
mutantes niaD y sC pueden seleccionarse por mutación espontánea.
Aunque estos tres marcadores se han agrupado por su capacidad para 
seleccionarse bidireccionalmente, los mutantes pyr son mutantes auxótrofos y 
los mutantes niaD y sC son mutantes nutricionales incapaces de utilizar nitrato 
y sulfato respectivamente.
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1.3. DESTINO MOLECULAR DEL DNA TRANSFORMANTE.
Una vez se han obtenido transformantes de un determinado hongo el 
siguiente objetivo es conocer en que condiciones se encuentra el DNA 
transformante en la cepa receptora. Puede replicarse extracromosomalmente o 
estar integrado en el genoma de forma homologa o heteróloga. Además las 
cepas receptoras pueden recibir una o más copias del DNA transformante.
1.3.1. Integración del DNA transformante en el genoma del hongo.
El análisis molecular del DNA de los transformantes fúngicos revela que, 
en la mayoría de los casos, la transformación se da por integración del DNA en 
el genoma receptor. En S. cerevisiae por análisis de los fragmentos de 
restricción del DNA transformante, los fenómenos de integración se 
clasificaron en tres tipos distintos denominados I, II y III (Hinnen et al., 1978). 
Los tres tipos se diferencian por la naturaleza del acontecimiento que lleva a la 
integración. Esta misma clasificación es aplicable a los hongos filamentosos 
(figura 4). Los tipos I y III implican respectivamente simples y dobles 
entrecruzamientos en regiones homologas entre el vector y el DNA genómico. 
Por el contrario el tipo II implica recombinación no homologa, también 
denominada ilegítima o ectópica, entre secuencias del genoma fúngico y del 
vector. Algunos autores piensan que la recombinación no homologa como tal 
no existe, sino que los transformantes de tipo II pueden obtenerse por 
recombinación homologa entre secuencias cortas del DNA transformante que a 
su vez están presentes en zonas dispersas del genoma repetidas varias veces. 
Asimismo, en el transcurso de la transformación, además de los tres 
fenómenos citados, pueden producirse deleciones del DNA transformante o 
integraciones múltiples en uno o varios sitios del genoma (revisado por 
Fincham, 1989).
En la transformación de hongos es frecuente observar la presencia de los 
llamados transformantes abortivos. Estos forman colonias que inicialmente 
crecen en medio selectivo, pero son incapaces de crecer cuando se transfieren 
a medio fresco en el que se mantiene la presión selectiva. En general su
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FIGURA 4. Modos de integración del DNA transformante. (Tomado de 
Fincham, 1989).
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aparición es posterior a la de los verdaderos transformantes y su crecimiento 
no es tan vigoroso. Algunos autores sugieren que su aparición podría deberse 
a la integración del DNA transformante en genes que son necesarios para el 
crecimiento continuado en medio selectivo (Saunders et al., 1986). Otros 
piensan que en las colonias abortivas el DNA no se ha integrado y se expresa 
de manera transitoria. Así, en principio el transformante crece, pero cuando el 
efecto del gen que elimina la presión selectiva se diluye, el crecimiento cesa. 
Esta hipótesis se apoya en los resultados de Tilburn y colaboradores que 
observaron DNA transformante en las colonias abortivas después de cesar el 
crecimiento, así como que en ocasiones a partir de estas colonias surgían 
sectores de crecimiento más vigoroso en los cuales este DNA se había 
estabilizado por integración (Tilburn et al., 1983).
1.3.2. Sistemas de replicación autónoma.
En comparación con los sistemas de transformación de levaduras, una 
deficiencia notable en la transformación de hongos filamentosos es la carencia 
de plásmidos nucleares que puedan mantenerse extracromosomalmente. Por 
ello la mayoría de plásmidos usados en la transformación de hongos 
filamentosos se mantiene por integración en el cromosoma. Una excepción 
constituyen los zigomicetes en los cuales predomina la replicación autónoma 
de los plásmidos utilizados en transformación, incluso en algunos casos se 
han encontrado problemas para integrar el DNA transformante en el genoma 
del hongo (Ballance, 1991). Varios grupos han dirigido sus esfuerzos a 
encontrar sistemas de replicación autónoma similares a los que existen en 
levaduras, algunos se describen a continuación.
a) Plásmidos de hongos filamentosos. En el grupo microbiano de los 
hongos filamentosos no se han descrito plásmidos nucleares, pero en algunas 
especies se han encontrado plásmidos naturales asociados a la mitocondria 
(Griffiths, 1995). Generalmente se hallan en cepas aisladas de la naturaleza y 
no se encuentran en cepas de laboratorio. Estos plásmidos pueden clasificarse 
en dos categorías. La primera comprende aquellos que no tienen ningún tipo 
de homología con el genoma mitocondrial, y la segunda aquellos que derivan o 
muestran alguna homología con el genoma mitocondrial. Estos últimos
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generalmente aparecen asociados con deficiencias en el crecimiento del 
hongo como es el caso de los mutantes “ragged” de Aspergillus (Lazarus y 
Kuntzel, 1981), “poky” y “stopper” de Neurospora (Bertrand et al., 1980; de 
Vries et al., 1981) o con estados de senescencia (Stahl et al., 1978; Jamet- 
Vierny et al., 1980). Aunque estos plásmidos podrían usarse para construir 
vectores de clonación su utilidad sería limitada ya que la introducción de estos 
vectores en células sanas daría lugar a cepas más débiles o senescentes 
(Kinsey, 1985).
Los plásmidos del primer grupo o verdaderos plásmidos mitocondriales, 
son constituyentes naturales de las mitocondrias de células sanas (Kinsey,
1985). Los mejor caracterizados son los plásmidos de Neurospora (Collins et 
al., 1981; Stohl et al., 1983; Nargang et al., 1983, 1984), descubiertos por 
Collins y colaboradores (1981) al estudiar variantes estructurales del genoma 
mitocondrial en cepas silvestres de Neurospora. Stohl y colaboradores (1982), 
identificaron en la cepa LaBelle de Neurospora intermedia un plásmido 
mitocondrial y utilizaron secuencias de éste para construir un vector híbrido 
que se replicara autónomamente. La eficiencia de transformación de este 
plásmido fué por lo menos 5 ó 10 veces mayor que la obtenida al transformar 
con el mismo plásmido sin las secuencias LaBelle (Stohl y Lambowitz, 1983). 
Este aumento de la frecuencia de transformación fue atribuido en un principio 
a la presencia del origen de replicación del plásmido mitocondrial. Sin 
embargo, un plásmido derivado de éste que había sufrido una deleción 
espontánea de las secuencias LaBelle daba resultados similares. Por ello la 
mayor frecuencia de transformación no podía atribuirse a la presencia de algún 
origen de replicación en las secuencias LaBelle y se pensó que al introducir el 
plásmido en Neurospora se había seleccionado un origen de replicación más 
eficaz, o que durante la deleción se había creado uno de manera fortuita (Stohl 
et al., 1984). Estos plásmidos no se han utilizado en experimentos de 
transformación porque en Neurospora es difícil recuperar plásmidos sin 
modificar después de la transformación. Además, el efecto exacto que tienen 
las secuencias LaBelle en la transformación de Neurospora es diferente según 
la cepa o el plásmido utilizados (Kuiper y de Vries, 1985; Buxton y Radford, 
1984, Grantetai., 1984)
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Se han aislado plásmidos a partir de otras especies fúngicas, y se ha 
intentado aprovechar su capacidad para replicarse autónomamente. A partir de 
un plásmido mitocondrial de Nectria haematococca se construyó un vector que 
se replica autónomamente en Ustilago maydis aunque no lo hace en N. 
haematococca (Samac y Leong, 1989). En Phanerochaete chrysosporium 
también se ha descrito un vector derivado de un plásmido endógeno que se 
replica autónomamente. La secuencia que le confiere replicación autónoma se 
denomina ME-1 (Randall et al., 1991). El plásmido existe en bajo número de 
copias y es estable incluso en ausencia de presión selectiva.
b) Secuencias de replicación autónoma (ARS). De forma similar a la 
descrita en levaduras, se han intentado aislar secuencias genómicas de 
hongos filamentosos que confieran replicación autónoma. Las secuencias ARS 
de S. cerevisiae no funcionan bien en otras especies y la búsqueda de estas 
secuencias en hongos no ha tenido éxito. En Mucor circinelloides algunos 
plásmidos que contienen secuencias cromosómicas pueden replicarse 
indefinidamente bajo presión selectiva (Roncero et al., 1989, van Heeswijck,
1986). En N. crassa se encontraron fragmentos genómicos con origen de 
replicación que podían conferir una autonomía limitada a los plásmidos que los 
contenían (Grant et al., 1984). También se encontraron algunas secuencias 
tipo ARS que funcionaban en S. cerevisiae pero no eran funcionales en la cepa 
fúngica de la que se habían aislado. Por ejemplo, la secuencia ars8  de N. 
crassa, aislada por Stinchomb y colaboradores (1980) en levadura, fue 
ensayada en N. crassa y no mejoraba la frecuencia de transformación ni 
confería replicación autónoma en el hongo. El mismo resultado obtuvieron 
Tilburn y colaboradores (1983) en A. nidulans al añadir a un vector que 
portaba el gen amdS secuencias de DNA mitocondrial seleccionadas como 
ARS en levadura.
Seleccionando secuencias de A. nidulans que dieran replicación 
autónoma en S. cerevisiae se identificó una secuencia que aumentaba la 
frecuencia de transformación por integración unas cien veces. Esta secuencia 
llamada ansí es rica en AT y se encuentra repetida y dispersa en el genoma 
(Ballance y Turner, 1985, Cullen et al., 1987b). El mecanismo por el cual ansí 
aumenta el número de transformantes estables se desconoce y no está
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relacionado con la multiplicidad de sitios en el genoma donde puede integrarse 
(Cullen et al., 1987b).
Siguiendo una aproximación similar, Johnstone (1985) pensó que 
algunos insertos de una librería genómica de A. nidulans podrían conferir 
replicación autónoma. Los plásmidos que portaran estos insertos podrían 
identificarse por la inestabilidad de sus transformantes. Con esta aproximación 
aisló un plásmido que transformaba con mayor frecuencia que el vector 
original. Este plásmido replicativo, denominado ARp1, transformaba con 
frecuencias dos mil veces mayores que las obtenidas con el plásmido 
integrativo parental y presentaba todas las características esperadas para un 
plásmido de replicación autónoma (Gems et al., 1991). El inserto que portaba 
este plásmido se denominó AMA 1 y constaba de una región central corta, 
flanqueada por dos zonas de 2.8 kb invertidas y repetidas (Aleksenko y 
Clutterbuck 1996). ARp1 se recuperaba a partir de los transformantes sin 
reordenaciones.
El valor principal de los plásmidos derivados de ARp1 es su efectividad 
aumentando la frecuencia de transformación en A. nidulans y especies 
relacionadas (Ozeki et al., 1994, 1995). También son particularmente útiles 
como vehículos de cotransformación (Gems y Clutterbuck, 1993). 
Aprovechando estas características se ha desarrollado un método rápido para 
la clonación de genes por complementación de mutantes en A. nidulans (Gems 
et al., 1994; Bowyer et al., 1994). Sin embargo, su inestabilidad los hace 
inadecuados cuando se necesita una expresión génica estable (Clutterbuck et 
al., 1994).
De forma similar a la obtención de ARp1, varios autores han conseguido 
plásmidos autorepl¡cativos por recombinación in vivo en Fusarium oxysporum 
(Powell y Kistler, 1990; García-Pedrajas y Roncero, 1996) y Pleurotus 
ostreatus (Peng et al., 1993).
22
2. LAS GLUCOAMILASAS FÚNGICAS.
El almidón es el principal polisacárido de reserva en el reino vegetal. 
Después de la celulosa, es el polímero más abundante sintetizado por las 
células vegetales. Se encuentra principalmente en granos de cereales, 
tubérculos y raíces, donde se deposita en forma de pequeños gránulos desde 
1 a 1 0 0  pm de diámetro cuya forma y tamaño son típicos de cada variedad de 
almidón (Swinkels, 1985). Su estructura está formada por unidades de a-D- 
glucosa unidas entre si por enlaces glucosídicos formando grandes 
macromoléculas. El almidón está compuesto por dos polímeros, la amilosa y la 
amilopectina. La amilosa es una molécula lineal formada por moléculas de 
glucosa unidas a través de enlaces a-(1,4). Tiene una estructura cristalina en 
doble hélice que contiene 6  unidades de glucosa por vuelta. El tamaño de la 
molécula depende de su origen y de las condiciones empleadas en la 
obtención del almidón, pudiendo tener desde 100 hasta 6000 unidades de 
glucosa. La amilopectina está formada por cortas cadenas lineales de residuos 
de glucosa (entre 10 y 60, con un tamaño medio de 20), unidos por enlaces a- 
(1,4). Estas cadenas están unidas a su vez por enlaces a-(1,6) formando una 
estructura altamente ramificada. El grado de polimerización y la relación 
amilosa/amilopectina varía según el origen y la edad del almidón (Swinkels, 
1985; Nigam y Singh, 1995).
En general, las enzimas que degradan el almidón se denominan 
amilasas. Estas enzimas se clasifican según diferentes criterios como la 
configuración del carbono anomérico de los productos resultantes de su 
acción, su origen biológico, modo de acción (exo o endo) o el tipo de enlace 
que hidrolizan. Estos criterios se basan en diferentes atributos de las enzimas 
y no se excluyen mutuamente. En la figura 5 se muestra el mecanismo de 
acción de algunas de estas enzimas. Entre todas ellas las más usadas en la 
industria son las siguientes:
a) a-amilasas (EC 3.2.1.1). Hidrolizan enlaces a-(1,4) internos en las 
cadenas de amilosa y amilopectina.
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FIGURA 5. Hidrólisis del almidón por algunas enzimas amilolíticas. Los 
círculos rellenos representan los residuos de glucosa no reductores y los 
residuos reductores se representan como círculos vacíos. (Tomado de 
Kennedy et al., 1988).
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b) Glucoamilasas (EC 3.2.1.3). Liberan de manera consecutiva unidades
de glucosa a partir del extremo no reductor del sustrato.
c) p-amilasas (EC 3.2.1.2). Hidrolizan enlaces a-(1,4) liberando
subunidades de maltosa partiendo del extremo no reductor del 
sustrato.
d) Isoamilasa (EC 3.2.1.68) y pululanasa (EC 3.2.1.41). Son enzimas
desramificantes que hidrolizan específicamente enlaces a-(1,6) 
glicosídicos de las cadenas de amilopectina.
2.1. GENERALIDADES.
El almidón tiene un gran potencial como material crudo para la industria 
química, ya que la glucosa obtenida como producto de su hidrólisis se usa en 
la producción de alcohol, fructosa, aminoácidos, antibióticos y ácidos 
orgánicos (Kennedy et al., 1988). En la industria agroalimentaria el almidón se 
utiliza para la producción de hidrolizados que se utilizan como edulcorantes en 
bebidas y en pastelería o como espesantes en alimentos semisólidos del tipo 
de salsas, natillas, pasteles rellenos y postres. El almidón puede ser 
convertido en glucosa por medio de hidrólisis ácida o enzimática. La hidrólisis 
ácida fue la primera que se aplicó a escala industrial y presenta problemas 
como la formación de gentibiosa que da sabor amargo, o de sal. Frente a ella, 
la hidrólisis enzimática ofrece considerables ventajas, ya que su especificidad 
evita la formación de subproductos y se obtiene un mayor rendimiento de 
glucosa (Kanno, 1988; Nigam y Singh, 1995).
Como se indicó anteriormente, la enzima que libera glucosa a partir del 
extremo no reductor de la molécula de almidón y polisacáridos derivados se 
denomina glucoamilasa. Esta enzima además de hidrolizar los enlaces a-(1,4), 
también actúa, aunque más lentamente, sobre los enlaces a-(1,6), por lo que 
teóricamente la glucoamilasa es capaz de hidrolizar la totalidad del almidón en 
glucosa. Para designar este tipo de actividad enzimática también se han 
utilizado en la literatura los nombres de amiloglucosidasa, glucamilasa, 
maltasa y y-amilasa. Esta enzima es producida por distintos microorganismos,
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así como por vegetales y algunos tejidos animales (Manjunath et al., 1983). Sin 
embargo, los mejores productores se encuentran en el grupo de los hongos 
filamentosos y la mayoría de glucoamilasas comerciales se obtienen a partir de 
caldos de cultivo de especies pertenecientes a los géneros Aspergillus y 
Rhizopus.
Las glucoamilasas fúngicas son glicoproteínas extracelulares. Este 
hecho, sumado a su gran estabilidad, ha facilitado la purificación y 
caracterización de varias de ellas. En general son proteínas monoméricas con 
punto isoeléctrico ácido que presentan un tamaño molecular que varía entre 
38000 y 125000 Da y un pH óptimo entre 4 y 5 unidades. La temperatura 
óptima difiere en función del origen biológico. Las purificadas a partir de 
especies del género Rhizopus presentan una temperatura óptima alrededor de 
40°C mientras que las obtenidas desde caldos de cultivo de especies del 
género Aspergillus tienen temperaturas óptimas entre 50 y 60°C. 
Generalmente una cepa fúngica produce varias formas de glucoamilasa que 
varían en tamaño molecular y composición de aminoácidos y carbohidratos. En 
general sólo la mayor de estas formas es capaz de unirse a almidón crudo e 
hidrolizarlo, mientras que todas las formas tienen idénticas propiedades 
enzimáticas frente a almidón soluble y oligosacáridos. Como se verá 
posteriormente, en Aspergillus awamori, A. niger, y A. oryzae se ha 
comprobado que en ei genoma existe un único gen que codifica una 
glucoamilasa, sugiriendo que las múltiples formas de la enzima surgen de 
modificaciones postranscripcionales o postraduccionales. La glucoamilasa de 
A. niger existe en dos formas G1 y G2. Ambas tienen en común la región N- 
terminal pero G2 carece de la región C-terminal. La forma G2 probablemente 
se origina por proteo I i sis limitada de G1 (Svensson et al., 1986), aunque 
también se ha descrito su formación por procesamiento diferencial de intrones 
(ver apartado 2.3 de esta sección) (Boel et al., 1984a). Por el contrario, en 
Hormoconis resinae se han descrito dos formas de glucoamilasa codificadas 
por distintos genes (Joutsjoki y Torkkeli, 1992).
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TABLA 2. Tamaños moleculares de algunas glucoamilasas fúngicas. (Tomado
de Manjunaht y colaboradores, 1983 y Sakaguchi y colaboradores, 1992).
MICROORGANISMO TAMAÑO MOLECULAR (Da)
A. awamori 125000
A. awamori var kawachi 83000, 90000
Aspergillus candidus 60000, 75000
Aspergillus foetidus 60000, 78000
A. niger 95000, 112000
A. oryzae 38000, 76000
Aspergillus phoenicis 63600
Aspergillus saitoi 90000
Cladosporium resinae 70000, 82000
Coniophora cerebella 48000
Lentinus eodes 55000
Mucor rouxianus 49000, 59000
Paecilomyces varioti 69000
Penicillium oxalicum 84000, 86000
Rhizopus niveus 60000 *
Rhizopus sp. 59000-74000
2.2. CLONACIÓN DE GENES QUE CODIFICAN GLUCOAMILASAS: 
ESTRUCTURA PRIMARIA DE LAS GLUCOAMILASAS FÚNGICAS.
Se han clonado y secuenciado varios genes que codifican glucoamilasas 
fúngicas. En el año 1984, dos grupos publicaron de forma independiente la 
secuencia del gen que codifica esta enzima en A. awamori (Nunberg et al.,
1984) y A. niger (Boel et al., 1984a,b). Dada la gran proximidad filogenética de
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estas dos especies las dos secuencias coincidían nucleótido a nucleótido. 
Posteriormente se han publicado las secuencias de los genes que codifican las 
glucoamilasas de H. resinae, N. crassa, Rhizopus oryzae y de otras especies 
del género Aspergillus (tabla 3). Todos ellos están interrumpidos por intrones y 
sus secuencias presentan un porcentaje de identidad superior al 50%, con la 
excepción de la glucoamilasa de Rhizopus que presenta valores mucho 
menores.
TABLA 3. Genes de glucoamilasa secuenciados y número de intrones que 
presentan. (ND: no descrito, *: uno de ellos sometido a procesamiento
diferencial).
MICROORGANISMO GEN INTRONES REFERENCIA
A. awamorí gfaA 4 Nunberg et al., 1984.
A. awamorí var. Kawachi glaA 4 Hayashida e ta i, 1989.
A. niger glaA 5* Boel et al., 1984b.
A. oryzae glaA 4 Hata et al., 1991.
Aspergillus shirousamii glaA 4 Shibuya et al., 1990.
H. resinae gamP 3 Joutsjoki y Torkkeli 1992.
H. resinae gamS N.D. Fagerstróm et al., 1990.
N. crassa glal 1 Stone et al., 1993.
Rhizopus oryzae glucl 4 Ashikari, e ta i,  1986.
La secuencia de los genes, el estudio de los péptidos y su glicosilación 
han permitido identificar tres regiones estructurales claramente diferenciadas 
en la secuencia de estas enzimas: un dominio catalítico, una región altamente 
glicosilada y un dominio de unión al almidón que confiere a la enzima la 
capacidad de unir y digerir almidón crudo (Boel et al., 1984a; Gunnarson et al., 
1984; Svensson et al., 1986a). En general el dominio catalítico corresponde a
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la región N-terminal de la proteína y el dominio de unión al almidón crudo a la 
región C-terminal, excepto en las glucoamilasas del género Rhizopus donde 
esta estructura está invertida.
Región
O-glicosilada
 : ”  1--------------------------- Aspergillus
Dominio catalítico Dominio de
unión al 
almidón
Región
O-glicosilada
Dominio de 
unión al 
almidón
Dominio catalítico
Rhizopus
FIGURA 6. Estructura de las glucoamilasas fúngicas.
2.2.1. El dominio catalítico.
Recientemente se ha obtenido el modelo de la estructura tridimensional 
del cristal del dominio catalítico de la glucoamilasa de A. awamori, tanto en su 
forma nativa (Aleshin et al., 1992) como en complejos con inhibidores como la
1-deoxinojirimicina (Harris et al 1993), la acarbosa (Aleshin et al., 1994) o la D- 
gluco-dihidroacarbosa (Stoffer et al., 1995). Este dominio está compuesto por 
13 a-hélices, doce de ellas emparejadas dos a dos formando una estructura en 
barril a/a, rodeadas por una espiral O-glicosilada. El sitio activo se sitúa en el 
centro del barril. Estudios cinéticos demuestran que el sitio activo consta de 6 
ó 7 subsitios que acomodan las unidades de glucosa, con el sitio catalítico 
situado entre los subsitios 1 y 2 (Sierks et al., 1989). Utilizando los datos de 
estructura primaria se han realizado estudios de homología y, en el dominio
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catalítico, se han identificado cinco segmentos (denominados Si a S5) 
conservados en la mayoría de las glucoamilasas secuenciadas (Itoh et al., 
1987; Coutinho y Reilly, 1994a). En el modelo tridimensional estos cinco 
segmentos forman parte del centro del barril (Aleshin et al., 1992). En este 
modelo del dominio catalítico también se incluyen dos sitios de N-glicosilación 
que están conservados en varias glucoamilasas fúngicas (Coutinho y Reilly 
1994b).
Analizando el alineamiento de las secuencias de los segmentos Si a S5 
se comprueba que los residuos situados en el sitio activo se encuentran muy 
conservados en todas las glucoamilasas estudiadas. Por mutagénesis se ha 
demostrado que el cambio de alguno de estos residuos puede causar la 
pérdida total de actividad o una disminución significativa de ella (Coutinho y 
Reilly, 1994a). Por estudios de cristalografía (Harris et al., 1993) y 
mutagénesis dirigida (Frandsen et al., 1995) se ha identificado el GIU400 
(numeración de A. niger) como base catalítica. Otros residuos esenciales para 
la actividad son el Trpi2o (Sierks et al., 1989), importante en la formación del 
complejo enzima-sustrato, y el GIU179 considerado el ácido catalítico (Sierks et 
al., 1990).
Aunque se conocen los residuos implicados en la catálisis, no se conoce 
el mecanismo exacto de la reacción catalizada (Harris et al., 1993). Tanaka y 
Takeda (1995) proponen para la glucoamilasa de Rhizopus un modo de ataque 
al azar, por lo menos sobre oligosacáridos. Según este modelo después de la 
hidrólisis de un enlace glucosídico del extremo no reductor, los productos se 
separan de la enzima dejando ésta libre para atacar otra molécula de sustrato. 
Dependiendo del grado de polimerización del sustrato, es posible que se de un 
ataque múltiple.
2.2.2. Dominio de unión al almidón.
Las ciclodextrin glucosiltransferasas de Bacillus circulans y Bacillus 
stearothermophilus han sido cristalizadas y se conocen sus modelos 
tridimensionales en estado nativo y en complejo con sustratos. Todas las 
glucoamilasas fúngicas tienen secuencias homologas a estas enzimas en su 
dominio de unión al almidón, por lo que ha sido posible identificar los residuos
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esenciales para su función mediante comparación de secuencias (Coutinho y 
Reilly, 1994a). El sitio de unión al almidón tiene una estructura formada por 6 a 
8 hojas p (Klein y Schulz, 1991). En los dominios de unión a almidón se 
encuentra mayor variabilidad entre los residuos que interaccionan con el 
sustrato, lo cual probablemente se debe a que la capacidad de unirse al 
almidón crudo no es crítica para la enzima dado que en ocasiones este 
dominio es eliminado por proteolisis (Coutinho y Reilly, 1994b). En la 
glucoamilasa de A. nigerse han identificado dos residuos, Trpsso y Trpsis, cuya 
modificación química elimina la capacidad de unir almidón granular (Svensson 
etai., 1986b).
Estudiando glucoamilasas de A. awamorí var kawachi truncadas en este 
dominio, se ha demostrado la reducción o la pérdida de la capacidad de estas 
para unirse a almidón crudo. Asimismo, se ha determinado una zona mínima 
alrededor del Trps62 necesaria para la digestión del almidón crudo, y se sugiere 
que el Trp562 contribuye a la formación de un complejo de inclusión con el 
sustrato. De la misma manera se propone que la secuencia cercana al Trp589 
es necesaria para la unión estable al almidón crudo, probablemente por su 
ayuda en la formación del complejo de inclusión (Goto et al., 1994a,b). Este 
complejo se formaría entre el Trpse2 y una cavidad hidrofóbica de la amilosa 
que forma parte del almidón crudo. La interacción hidrofóbica entre el almidón 
crudo y el Trp562 podría causar la liberación de moléculas de agua incluidas en 
la amilosa para romper puentes de hidrógeno internos (Goto et al., 1994a,
1995). La zona O-glicosilada anexa al dominio de unión a almidón crudo (ver 
siguiente apartado), interaccionaría con las moléculas de agua y las 
suministraría al dominio de unión a almidón permitiendo una digestión eficaz 
del polímero (Goto etai., 1994a; 1995).
2.2.3. Región altamente glicosilada.
La región O-glicosilada que une los dominios catalítico y de unión al 
almidón en la glucoamilasa de A. niger contiene un 70% de carbohidratos. Esta 
región consta de cortas cadenas de oligosacáridos, formadas principalmente 
por unidades de mañosa unidas por enlaces a-(1,2) y a-(1,6) que se unen a 
residuos de Ser y Thr (Gunnarsson et al., 1984). Las regiones de unión 0 -
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glicosiladas son muy variables ya que su función de conectar no depende de 
una secuencia específica. Las glucoamilasas de A. oryzae, H. grísea, H. 
resinae y N. crassa tienen una región de unión muy corta, mientras que las 
glucoamilasas de otras especies del género Aspergillus la presentan más larga 
y conservada (Coutinho y Reilly, 1994a).
En cuanto a la función de esta región hay distintas opiniones. Algunos 
autores sugieren que actuaría como una barra semirígida que dotaría a la 
proteína de un armazón que mantendría una distancia fija entre el dominio de 
unión y el dominio catalítico (Williamson etai., 1992a), mientras otros postulan 
una implicación en la digestión del almidón crudo (Hayashida et al., 1989). 
Semimaru y colaboradores (1995), estudiaron en A. awamorí var kawachi la 
función de la región O-glicosilada y concluyeron que la región C-terminal de la 
zona O-glicosilada es esencial para la secreción de la enzima y que las 
cadenas de mañosa unidas a este dominio, junto con el dominio de unión al 
almidón, juegan un papel importante en la digestión eficaz del almidón crudo. 
Estos resultados apoyan el modelo de acción mencionado en el apartado 
anterior que propone que las cadenas de mañosa dispuestas paralelamente en 
este dominio, pueden disociar los grupos de moléculas de agua que se 
encuentran alrededor de las micelas de almidón y facilitar la hidratación parcial 
del almidón crudo (Goto et al., 1995). Investigadores del mismo grupo, al 
sustituir las cadenas de mañosa por glucosa, observaron una disminución de 
la actividad sobre almidón crudo (Fukuda et al., 1992). Estas cadenas de 
azúcares también se han relacionado con la estabilidad de la proteína. Según 
Williamson y colaboradores (1992b), la presencia de una pequeña región 0 -  
glicosilada es esencial para la máxima estabilidad de los dominios de la 
glucoamilasa, y ese efecto es ejercido por la zona de unión más próxima al 
dominio catalítico. La eliminación o la modificación de las cadenas de 
oligosacáridos lleva consigo la disminución de la estabilidad frente al pH y la 
temperatura (Shenoy etai., 1984; Neustroev et al., 1993).
Como se indicó previamente, las regiones de unión O-glicosiladas son de 
longitud variable y se ha relacionado la influencia de una larga región 0 -  
glicosilada con una secreción más eficaz. Por ejemplo, en la subfamilia 
Saccharomyces (ver siguiente apartado), la glucoamilasa de S. cerevisiae que
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carece de región glicosilada no se secreta y las deleciones en la región O- 
glicosilada de la glucoamilasa de S. diastaticus afectan a la secreción de la 
enzima (Yamashita, 1989). También disminuye el nivel de secreción de 
glucoamilasa cuando se realizan deleciones en la región O-glicosilada de A. 
awamorí var kawachi (Semimaru et al., 1995).
2.2.4. Clasificación de las glucoamilasas.
Utilizando el alineamiento de las secuencias primarias de las 
glucoamilasas y el análisis de estas mediante grupos de hidrofobicidad, 
Coutinho y Reilly (1994a; b) han agrupado las secuencias de glucoamilasas de 
distintos orígenes en cinco subfamilias estructuralmente similares (tabla 4).
TABLA. 4. Subfamilias de glucoamilasas (Tomado de Coutinho y Reilly, 
1994a).
SUBFAMILIA MICROORGANISMO
A - Aspergillus A. awamorí var kawachi 
A. nigerl A. awamorí 
A. oryzae 
A. shirousamii 
H. resinae
Humicola grísea var thermoidea 
N. crassa
B - Rhizopus R. oryzae
C - Saccharomycopsis Saccharomycopsis fibuligera 
S. fibuligera KZ
D - Saccharomyces S. cerevisiae
Saccharomyces diastaticus
E - Clostrídium Clostrídium sp.
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El análisis de grupos de hidrofobicidad indica que todas las 
glucoamilasas estudiadas comparten la misma estructura de dominio catalítico 
que la determinada para A. awamorí y que los dominios de unión a almidón de 
las glucoamilasas fúngicas presentan elementos de estructura secundaria 
comunes con los dominios de unión a almidón de las ciclodextrin 
glucosiltransferasas de B. circulans y B stearothermophilus (Coutinho y Reilly, 
1994a).
2.3. REGULACIÓN EN HONGOS FILAMENTOSOS DE LA EXPRESIÓN DE 
LOS GENES QUE CODIFICAN GLUCOAMILASAS.
La expresión de la mayoría de los genes de hongos filamentosos que 
codifican glucoamilasas es inducida por la presencia de almidón en el medio 
de cultivo y reprimida por la presencia de fuentes de carbono fácilmente 
metabolizables. El caso más estudiado ha sido el de los genes glaA de A. 
awamorí y A. niger en los que la regulación de la síntesis de glucoamilasa 
sigue un patrón bastante complejo y se ejerce a nivel de la transcripción. Como 
se indicó en el apartado 2.1. de esta sección, en A. niger existen dos 
glucoamilasas que difieren en tamaño. Ambas están codificadas por un mismo 
gen que contiene cinco intrones (ver tabla 3), de forma que el procesamiento 
diferencial del último de ellos da lugar a los dos tipos de enzima. Esta 
regulación postranscripcional delimita la concentración de cada una de las 
glucoamilasas en el medio de cultivo (Boel et al. 1984a,b). En A. niger la 
producción de glucoamilasa se induce en medio con almidón y maltosa como 
fuente de carbono y se reprime en presencia de xilosa. Curiosamente, la 
glucosa no sólo parece no inhibir la transcripción del gen, sino que la activa. 
Este monosacárido y la maltosa inducen la síntesis de glucoamilasa incluso en 
presencia de xilosa, mientras que el almidón no es capaz de suprimir el efecto 
inhibidor de la xilosa. Esta situación sugiere que el almidón por si mismo no es 
la señal para la síntesis de glucoamilasa. Una posible explicación a este 
fenómeno es que alguna hidrolasa presente en bajo nivel actúe sobre el 
almidón y que los productos de hidrólisis actúen como inductores de la síntesis 
de glucoamilasa. Si así ocurriera la xilosa debería reprimir la acción de esta
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hidroiasa. Este modelo sería análogo al propuesto en T. reesei para la 
inducción de la celobiohidrolasa por celulosa (Fowler eta i., 1990).
En cepas de A. niger sobreproductoras de glucoamilasa se ha 
comprobado que no existe correlación entre el número de copias integradas 
del gen glaA y la proteína secretada al medio, indicando que algún factor 
limitante impide obtener un elevado nivel de expresión (Verdoes et al., 1993). 
Para comprobar si en la regulación del gen glaA estaban implicadas proteínas 
activadoras se introdujeron múltiples copias del promotor de la glucoamilasa 
en cepas de A. niger que portaban el promotor de la glucoamilasa fusionado a 
un gen indicador. La introducción de más copias dió como resultado la 
disminución de la expresión del gen indicador, concluyéndose que la expresión 
del gen glaA estaba regulada al menos por un factor regulador positivo 
(Verdoes et al., 1994). Sin embargo, el número de copias del promotor no 
influyó en la represión por xilosa.
En A. oryzae la expresión del gen de la glucoamilasa también se regula a 
nivel de la transcripción y está inducida por almidón y maltosa como fuente de 
carbono y reprimida por glucosa (Hata et al., 1992). Por el contrario, la 
regulación en Rhizopus chinensis es bastante peculiar ya que la maltosa y el 
almidón en concentración superior al 0.5% actúan como represores de la 
síntesis de glucoamilasa (Wang, 1988).
Por análisis de deleción del promotor de los genes glaA de A. niger y A. 
oryzae se ha delimitado una zona que puede contener las secuencias diana de 
las posibles proteínas reguladoras, ya que su eliminación comporta una 
reducción o la pérdida de la expresión del gen indicador. (Fowler et al., 1990; 
Hata et al., 1992; Verdoes et al., 1994). La comparación de las secuencias 
nucleotídicas de los promotores de distintos genes de glucoamilasas entre sí y 
con los de los genes de otras enzimas amilolíticas fúngicas revela datos 
interesantes. Así, al comparar el promotor del gen glaA de A. niger con los 
promotores de los genes amyA y amyB de A. oryzae se encuentran cuatro 
elementos con similitud de secuencia, siendo uno de ellos idéntico a una 
región implicada en la expresión del gen amdS de A. nidulans. Esta zona de 
los promotores de los genes amdS y amy interacciona con proteínas nucleares 
de A. nidulans, indicando que puede ser una secuencia diana para un
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activador general de la transcripción (Verdoes et al., 1994). En A. nidulans la 
represión por catabolito está mediada por la proteína CreA que reconoce 
secuencias SYGGGG en los promotores de los genes que regula (Dowzer y 
Kelly, 1991; Cubero y Scazzocchio, 1994). En el promotor del gen glaA de A. 
niger existen dos copias de la secuencia de reconocimiento de dicha proteína. 
Estas secuencias solapan con una región, también conservada en el promotor 
del gen glaA de A. oryzae, que está probablemente implicada en la unión de 
una proteína activadora específica. Por tanto en la misma región podrían 
encontrarse las secuencias diana de las proteínas activadoras y represoras.
Hay que destacar que la expresión heteróloga del promotor del gen glaA 
de A. niger en A. nidulans da lugar a transformantes que inducen la expresión 
de los genes situados bajo su control en presencia de almidón (Carrez et al., 
1990).
2.4. APLICACIONES BIOTECNOLÓGICAS DE LOS GENES FÚNGICOS QUE 
CODIFICAN GLUCOAMILASAS.
Los genes fúngicos que codifican glucoamilasas tienen varias 
aplicaciones biotecnologías, algunas de ellas se detallan a continuación.
2.4.1. Sobreproducción de glucoamilasa.
Los genes que codifican glucoamilasas tienen un interés biotecnológico 
intrínseco. Dado el mercado de ventas de esta enzima, la sobreproducción de 
la misma resulta relevante. En este sentido, las técnicas de modificación 
genética han proporcionado una estrategia racional para la mejora de la 
producción al permitir la introducción y expresión de copias adicionales de 
estos genes. Transformando la cepa silvestre de A. niger con vectores que 
portaban de una a cuatro copias del gen glaA se obtuvieron transformantes 
sobreproductores de glucoamilasa (Verdoes et al., 1993). En las condiciones 
utilizadas algunos transformantes secretaron hasta veinte veces más 
glucoamilasa que la cepa silvestre. No se encontró correlación entre el número 
de copias integradas en cada transformante y la cantidad de proteína
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secretada, sin embargo los niveles de mRNA si se correlacionaron con la 
cantidad de glucoamilasa producida (Verdoes et al., 1993). Estos resultados 
indican que en los transformantes multicopia la producción de la enzima está 
regulada a nivel de la transcripción y como se ha indicado en el apartado 
anterior, existe algún factor limitante que impide obtener mayores niveles de 
expresión.
2.4.2. Producción de proteínas heterólogas bajo el control de promotores
de genes de glucoamilasas.
Los genes que codifican glucoamilasas contienen promotores de 
expresión fuerte en condiciones de inducción con almidón o maltosa. Por ello 
se ha pensado en su empleo biotecnológico en la construcción de vectores 
para dirigir la expresión de proteínas de alto valor añadido. Asimismo, la 
secuencia señal de la glucoamilasa ha sido añadida a varios de estos vectores 
para construir proteínas de fusión que se secreten al medio de cultivo.
Gwynne y colaboradores (1987) utilizaron el promotor del gen glaA de A. 
niger para secretar en A. nidulans el interferon a2 humano. El gen de la 
proquimosina bovina se ha expresado en varios huéspedes bajo el control de 
las secuencias promotoras y terminadoras del gen glaA. Integrando en el locus 
glaA de A. niger una construcción que contenía el péptido señal de la 
glucoamilasa de A. niger en fusión traduccional con el cDNA de la 
proquimosina se secretaron 11 mg/l de quimosina activa (van Gorcom et al., 
1994). Ward y colaboradores (1990) aumentaron la secreción de quimosina 
añadiendo un sitio adicional de N-glicosilación o fusionando toda la región 
codificante del gen glaA con la proquimosina. En este último caso se secretó al 
medio quimosina activa por la eliminación autocatalítica de las secuencias de 
glaA y del propéptido a pH ácido. En A. oryzae también se ha expresado el gen 
de la proquimosina utilizando varias construcciones. El mayor nivel de 
producción se obtuvo al fusionar el cDNA de la proquimosina a la glucoamilasa 
desprovista del dominio de unión al almidón (Tsuchiya et al., 1994).
La fusión con el promotor de la glucoamilasa también se ha utilizado para 
producir la interieuquina humana (hlL6). Este gen se ha expresado en A. 
nidulans bajo el control del promotor glaA de A. niger precedido por su
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secuencia señal o por la de glaA (Carrez et al., 1990). La producción se 
incrementó cuando se fusionó el cDNA de hlL6 con el gen completo de la 
glucoamilasa y se introdujo entre la glucoamilasa y la proteína madura, un 
péptido espaciador con una secuencia de procesamiento similar a la de la 
endoproteasa KEX2. Este sitio de procesamiento es reconocido y cortado 
eficazmente tanto en A. nidulans como en A. niger dando lugar a hlL6 madura 
y biológicamente activa, llegándose a secretar en algunos transformantes de 
A. niger hasta 15 mg/l de proteína (Contreras et al., 1991; Broekhuijsen et al., 
1993). También se ha expresado como fusión traduccional con la glucoamilasa 
de A. niger la fosfolipasa porcina A2 utilizando un mutante deficiente en 
proteasas (Roberts etai., 1992).
Utilizando estrategias similares se ha secretado en A. niger la lisozima de 
clara de huevo. Archer y colaboradores (1990) insertaron el cDNA de la 
lisozima entre el promotor y el terminador del gen de la glucoamilasa y 
consiguieron secretar 12 mg/ml de proteína procesada correctamente. El nivel 
de secreción aumentó hasta 1 g/l de proteína activa separada de la 
glucoamilasa por procesamiento tipo KEX2 ai fusionar al cDNA de la lisozima 
un fragmento de la glucoamilasa de A. niger correspondiente a los primeros 
498 aminoácidos (Jeenes etai., 1993).
2.4.3. Expresión de genes fúngicos que codifican glucoamilasas en
levaduras.
La levadura S. cerevisiae se utiliza habitualmente en la producción de 
alcohol y bebidas alcohólicas a partir de materiales que contienen almidón. Sin 
embargo, S. cerevisiae no secreta las enzimas necesarias para hidrolizarlo. En 
muchas industrias se obtiene glucosa a partir de almidón adicionando a- 
amilasa y glucoamilasa a las fermentaciones. La construcción de cepas de S. 
cerevisiae con capacidad amilolítica permite, además de abaratar los costes de 
producción, eliminar la separación que existe entre el proceso de 
sacarificación del almidón y el proceso de fermentación.
Algunas glucoamilasas fúngicas han sido expresadas en cepas de 
laboratorio de S. cerevisiae bajo el control de las señales promotoras y 
terminadoras de los genes de levadura ADH1, GPD y EN01 (Innis et al., 1985;
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Hata et a/., 1991; Shibuya et al., 1992a; de Moraes et al., 1995). Además, la 
glucoamilasa de R. oryzae se ha expresado bajo el control de su propio 
promotor (Ashikari et al., 1986). Las glucoamilasas secretadas por las 
levaduras recombinantes generalmente son de mayor tamaño que la enzima 
original debido a la tendencia que tienen las levaduras a hiperglicosilar las 
proteínas que secretan. El péptido señal se procesa correctamente y permite 
que la mayor parte de la proteína sea secretada al medio extracelular. La 
glucoamilasa secretada mantiene su actividad frente a los mismos sustratos 
aunque puede verse afectada por el mayor grado de glicosilación (Tanaka et 
al., 1986; Hata etai., 1991; Vainio etai., 1993).
También se han desarrollado cepas de S. cerevisiae que expresan 
conjuntamente las actividades a-amilasa y glucoamilasa. Con este fin se ha 
construido una fusión génica con los cDNAs de la a-amilasa y glucoamilasa de 
Aspergillus shirousamii y se ha expresado en S. cerevisiae bajo el control del 
promotor ADH1 y el terminador CYC1 de levadura (Shibuya et al., 1992b). En 
esta proteína bifuncional las dos actividades son prácticamente iguales a las 
de las proteínas secretadas independientemente. Sobre almidón crudo la 
proteína de fusión presenta una actividad mucho mayor. El péptido señal de la 
a-amilasa se elimina correctamente indicando que la glucoamilasa fusionada a 
su extremo C-terminal no afecta al proceso, sin embargo el nivel de secreción 
no es muy elevado (Shibuya et al., 1992b). De igual manera se han obtenido 
distintos transformantes de levadura que portan fusiones traduccionales de la 
a-amilasa de B. subtilis o la a-amilasa pancreática de ratón con la 
glucoamilasa de A. awamorí, o que expresan independientemente 
combinaciones de dos de estos genes. Su expresión se ha controlado con los 
promotores PGK o ADH1 y para la secreción se han utilizado las secuencias 
señal propias de los genes utilizados o la del factor a  (de Moraes et al., 1995).
Algunas de estas glucoamilasas se han expresado en cepas de levaduras 
industriales. Así, la glucoamilasa de A. awamorí se ha expresado con un 
elevado rendimiento en la producción de etanol y en la utilización de almidón. 
Para ello el gen de la glucoamilasa, bajo el control del promotor y terminador 
del gen EN01, se integró de manera estable en el genoma de la levadura y no
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necesitó presión selectiva para mantenerse (Colé et al., 1988; Inlow et al., 
1988). De forma similar, el cDNA de la glucoamilasa de H. resinae se ha 
expresado en cepas industriales de levadura bajo el control de las señales 
reguladoras del gen ADH1 utilizando plásmidos integrativos y replicativos. Las 
integraciones se dirigieron al locus LEU2 o a secuencias ARS1, obteniéndose 
una secreción eficaz de la glucoamilasa al medio de cultivo (Vainio et al ., 
1993; Vainio etai., 1994).
Un uso frecuente de las glucoamilasas se da en la industria cervecera, 
donde se añade glucoamilasa a la fermentación para producir cervezas con 
bajo contenido en calorías. Para evitar la adición de esta enzima al mosto se 
han construido cepas recombinantes de levadura cervecera que secretan 
glucoamilasas. Recientemente, el gobierno británico ha aprobado la utilización 
de una de estas cepas para la elaboración de este tipo de cervezas (Thorne, 
1994; Hammond, 1995).
3. JUSTIFICACIÓN Y OBJETIVOS.
El hongo filamentoso Aspergillus terreus (Thom) es uno de los 
organismos más comunes en suelos de zonas cálidas dedicados a la 
agricultura, habiendo sido descrito como la especie mayoritaria en la rizosfera 
de plantas de piña y de variedades de algodón egipcio. Asimismo, este hongo 
se ha aislado de una gran variedad de materiales en descomposición como 
algodón, forraje, granos de cereales o paja (Raper y Fennell, 1965). Para 
colonizar este entorno natural, A. terreus secreta al medio una gran variedad 
de metabolitos, la mayoría de los cuales tienen relevancia industrial. Tal es el 
caso del ácido itacónico, un ácido dibásico insaturado usado como material de 
partida en la síntesis de poliésteres y plásticos, que es producido por A. 
terreus a partir de piruvato (Jaklitsch et al., 1991); o del ácido mevinolínico, 
inhibidor de la enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A reductasa, que 
rebaja los niveles de colesterol en sangre (Bilheimer et al., 1983). A esta lista 
de compuestos de interés industrial producidos por A. terreus podríamos
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añadir la L-3,4-dihidroxi-fenil-L-alanina (Chattopadhyay y Das, 1990), 
antibióticos como el ácido terrecíclico (Hirota et a/., 1984), o compuestos 
antitumorales como la quadrona (Calton et al., 1978).
La distribución geográfica de A. terreus indica el papel esencial de esta 
especie en la descomposición de la materia orgánica de su nicho ecológico. 
Para llevar a cabo esta degradación, A. terreus produce distintos enzimas 
extracelulares como celulasas, hemicelulasas, lipasas, proteasas o amilasas. 
La secreción de estas actividades es tan elevada que algunos autores 
postularon para este hongo la mayor capacidad celulolítica dentro del género 
Aspergillus (White et al., 1948). A pesar de ello, y en contraste con las 
especies A. niger y A. oryzae, A. terreus no ha sido usado industrialmente 
como organismo productor de enzimas. Dejando al margen la histórica 
relevancia industrial de las otras dos especies fúngicas, actualmente la falta de 
interés por A. terreus se debe en gran medida a la carencia de técnicas 
básicas de modificación genética para este microorganismo. Si se exceptúa la 
descripción de la construcción de una genoteca de A. terreus en cósmidos 
(Shoubochkina y Fodor, 1988), son pocas las referencias a la aplicación de 
técnicas moleculares en esta especie fúngica y tan sólo se ha descrito la 
clonación de los genes que codifican una blasticidina S desaminasa (Kimura et 
al., 1994) y una dihidrogeodina oxidasa (Huang e ta i, 1995).
De todas las enzimas secretadas por A. terreus, la glucoamilasa es la 
más importante desde el punto de vista industrial. Se han estudiado las 
condiciones óptimas de cultivo para su producción (Ali et al., 1989) y se ha 
determinado que la síntesis de la misma está reprimida por catabolito (Ghosh 
et al., 1990a), habiéndose aislado mutantes en su producción desreprimidos 
por glucosa (Ghosh et al., 1991a). La enzima ha sido purificada desde varias 
cepas (Ali et al., 1990; Ali y Hossain, 1991; Ghosh et al., 1990b; 1991b). Es 
una glicoproteína que, dependiendo del aislado, presenta una peso molecular 
entre 70000 y 86000 con un contenido de carbohidratos del 7.5% (p/p). Su 
punto isoeléctrico es 3.4 y su pH óptimo está alrededor de 5 unidades, aunque 
es estable a valores de pH entre 3 y 7 unidades. Su temperatura óptima es
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60°C pero es bastante activa entre 30 y 75°C y su ^  frente a almidón está 
entre 4 y 6 mg/ml.
En nuestro grupo de trabajo estamos interesados en la mejora de la 
producción de enzimas de interés para las industrias agroalimentarias. Como 
se indicó previamente, A. terreus produce una glucoamilasa de interés en la 
producción de cervezas, así como una (3-glucosidasa y una ramnosidasa de 
uso potencial en la liberación de aromas frutales en vinos (S. Valles, 
comunicación personal), y distintas xilanasas que pueden resultar útiles en el 
sector panadero. En este trabajo se pretende aplicar las técnicas básicas de 
biología molecular en esta especie fúngica para poder sobreproducir alguna de 
estas enzimas de interés industrial. Para ello se abordarán los siguientes 
objetivos:
1) Desarrollo de un sistema de transformación para A. terreus como
requisito previo para poder llevar a cabo mejoras biotecnológicas en 
este microorganismo.
2) Clonación del gen que codifica la glucoamilasa de A. terreus y estudio
de su regulación.
3) Sobreproducción de la glucoamilasa de A. terreus. Utilizando las
técnicas desarrolladas en el objetivo 1 y el gen clonado en el 
objetivo 2, se pretende construir cepas fúngicas que
sobreproduzcan y/o produzcan específicamente la glucoamilasa 
para facilitar su purificación a gran escala.
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MATERIALES Y MÉTODOS.

1. MICROORGANISMOS.
1.1. Bacterias.
La cepa Escherichia coli DH5ot (supE4A, A/acU169 [<|)80 /acZAM15], 
hsdRW, recA1, enc/A1, gyrA96, re/A1) se utilizó rutinariamente como 
cepa receptora de transformación.
La cepa E. coli INVaF’ (encfAl, recA1, /7sdR17(rk',mk+), supE44, X', thi-1, 
gyrA, reíA1, <J>80 /acZAM15 (lacZYA-argF) deoR+, F ) se utilizó como cepa 
receptora de los plásmidos derivados de pCRIOOO.
La cepa E  coli LE392 (F, /7SÓR17(rk*,mk'), supE44, supF58, /acY1, ga/K2, 
gaíT22, metS*), trpR55, X) se utilizó como huésped en la construcción de la 
genoteca de Aspergillus terreus en el fago XEMBL3.
1.2. Hongos filamentosos.
A lo largo del trabajo se utilizó la cepa de A. terreus CECT 2663. En 
algunos experimentos de transformación se usaron las cepas de Aspergillus 
nidulans V001 (argB2, biA'l, mefG1) y V002 (riboB2, pyroAA, niiAA, yA1) 
cedidas por el Dr Miguel Ángel Peñalva (Centro de Investigaciones Biológicas, 
CSIC, Madrid). La cepa de A. niger CECT 2775 se utilizó para obtener un 
fragmento del gen glaA.
2. PLÁSMIDOS.
Los plásmidos pUC13 (Messing, 1983), pUC18 (Yanisch-Perron et al., 
1985) y pBluescriptllSK+ (Stratagene, USA) son vectores de clonación para E. 
coli que contienen un gen de resistencia a ampicilina como marcador de 
selección y el origen de replicación del plásmido ColE1. Además poseen un 
fragmento del operón lac de E. coli que complementa una deleción en el gen 
lacZ. Este fragmento incluye un sitio múltiple de clonación que, en las estirpes 
adecuadas, permite detectar los clones portadores de plásmidos con inserto 
por presentar un fenotipo negativo para la actividad (3-galactosidasa.
Los vectores pCRIOOO (Invitrogen, USA) y pT7Blue (Novagen, USA) 
están diseñados para clonar fragmentos de DNA obtenidos por PCR. Como 
marcador de selección poseen un gen de resistencia a kanamicina (pCRIOOO) 
o a ampicilina (pT7Blue).
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El plásmido pAN7-1 (figura 7A) es un vector de transformación para 
hongos filamentosos (Punt et al., 1987) que posee como marcador de 
selección el gen hph de E. coli y confiere resistencia a la HmB. Este gen se 
encuentra bajo el control del promotor del gen gpdA y del terminador del gen 
trpC de A. nidulans. Esta construcción es funcional en muchas especies de 
hongos filamentosos (González y Ramón, 1990; van den Hondel etai., 1991).
El plásmido pFB39 (Buxton et al., 1987) es un vector de transformación 
para hongos que contiene como marcador de selección el gen argB de A. 
nidulans que codifica la OTCasa (figura 7B).
El plásmido pPL5 (Oakley et al., 1987b) contiene un fragmento de DNA 
de A. nidulans que porta como marcador de selección el gen riboB y confiere 
prototrofía para la riboflavina (figura 7C).
3. MEDIOS DE CULTIVO.
LB.
Triptona 10 g
Extracto de levadura 5 g
NaCI 5 g
H20 destilada hasta 1 I
pH 7 (ajustado con NaOH).
Para crecer la cepa E  coli LE392 esté medio se suplemento con maltosa 
al 0.2% (p/v) y M gS04 10 mM.
MCA. Medio completo de Aspergillus (Ponteeorvo et ai.t 1953).
Solución de sales (SSA) 20 mi
Solución de vitaminas (SVA) 10 mi
Glucosa 10 g
Peptona 2g
Extracto de levadura 1 g
Casaminoácidos 1.5 g
H20  destilada hasta 1
pH 6.8 (ajustado con NaOH).
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FIGURA 7. Mapas de restricción de los plásmidos pAN7-1 (A), pFB39 (B) y 
pPL5 (C).
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MM. Medio mínimo.
Medio MMA en el que la glucosa se sustituyó por la fuente de carbono 
que se especifica en cada caso al 1 % (p/v) de concentración.
MMA. Medio mínimo de Aspergillus (Pontecorvo et al., 1953).
Solución de sales (SSA) 20 mi
Glucosa 10 g
Tartrato amónico 0.3 g
H20  destilada hasta 1 I
pH 6.8 (ajustado con NaOH).
SbMMA. (Sobrecapa para protoplastos).
Medio SMMA con agar al 1 % (p/v).
SET. Solución de elementos traza.
Na2B40 7 40 mg
CuS04 400 mg
FeS04.7H20  800 mg
M nS04 800 mg
Na2M o04 800 mg
ZnS04 8 mg
Agua destilada hasta 1 I
SMMA. (Medio para la regeneración de protoplastos).
Medio MMA con Sacarosa 1 M.
SSA. Solución de sales.
KCI 26 g
MgS04 26 g
KH2P 0 4.3H20  76 g
Solución de elementos traza (SET) 50 ml
Agua destilada hasta 1 I
SVA. Solución de vitaminas.
Tiamina 50 mg
Biotina 10 mg
Ácido nicotínico 100 mg
Pantotenato cálcico 200 mg
46
Piridoxina. HCI 
Riboflavina 
Agua destilada
50 mg 
100 mg 
hasta 1 I
Esterilizada por filtración. Conservada a 4°C en oscuridad.
Los medios se esterilizaron en el autoclave a 121°C durante 20 min. Para 
preparar los medios sólidos se añadieron 20 g/l de agar con la excepción del 
medio de sobrecapa utilizado para regenerar protoplastos al que se le 
añadieron 10 g/l. Los distintos requerimientos nutricionales se añadieron al 
medio de cultivo a una concentración final de 10 ng/ml (biotina), 10 pg/ml 
(nicotinamida, piridoxina y riboflavina), 100 pg/ml (arginina, metionina y 
ornitina) o 500 pg/ml (citrulina).
4. TAMPONES Y SOLUCIONES. 
BES.
Ácido Bórico 200 mM
EDTA 
SDS 
pH 9.0
30 mM
1% (p/v)
Solución de Denhardt (100x).
BSA
Ficoll™
2% (p/v) 
2% (p/v) 
2% (p/v)Polivinilpirrolidona
Solución de hibridación.
SSC
Solución de Denhardt 
SDS
5x
5x
0.1% (p/v) 
50% (v/v)Formamida
DNA de esperma de salmón sonicado 100 pg/ml.
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SSC (20x).
NaCI 3 M
Citrato trisódico 0.3M
Tampón de extracción.
Se disolvieron 1 mg/ml de Novozym 234 (Novo, Dinamarca) y 1.2 mg/ml 
de BSA en tampón TP. En las últimas etapas del trabajo el Novozym 234 fue 
sustituido por el preparado de enzimas líticos de Trichoderma harzianum 
comercializado por Sigma (USA) a la misma concentración.
Tampón PEG.
PEG 6000 60% (p/v)
Tris.HCI 10 mM pH 7.5
CaCI2 10 mM
Tampón ST1.
Sorbitol 0.6 M
Tris.HCI 10 mM pH 7.5
Tampón ST2.
Sorbitol 1 M
Tris.HCI 10 mM pH 7.5
Tampón STCa.
CaCI2 10 mM en tampón ST2.
TE.
Tris.HCI 10 mM pH 8.0
EDTA 1 mM pH 8.0
TL.
MgS04 0.6 M
NaH2P 0 4 10 mM pH 5.8
TNES.
Tris. HCI 200 mM pH 8
NaCI 250 mM
EDTA 25 mM
SDS 0.5% (p/v)
48
TP.
M gS04
NaH2P 0 4
1.2 M
10 mM pH 5.8
5. OLIGONUCLEÓTIDOS SINTÉTICOS.
Los oligonucleótidos sintéticos utilizados a lo largo de este trabajo fueron 
suministrados por Durviz S.A. (España) y Oligos Etc., Inc. (USA). Sus 
secuencias y nombres se detallan en la tabla 5.
TABLA 5. Oligonucleótidos sintéticos utilizados a lo largo del trabajo.
NOMBRE SECUENCIA
ARG1 5’-GCTTTCGAATCCGTTGC-3’
DIR 5’-GTAAAACGACGGCCAGT-3’
EGLA 5’-C GGTC G ACTGC AG AAG C (T) i 7-3’
EGLB 5’-CGGTCGACT GCAGAAGCTT-3’
GLA1 S’-GGTGAACCCAAGTTCAA-S’
GLA5 S’-GATTGATTGTCACCGCC-S’
GLA6 5’-C G AG AT CTT CT CT G AT C GG C G-3’
GLA7 5’-TATCGTGATTGCCAGTCC-3’
GLA9 5’-CAGAGAGAGAGCCATTCG-3’
GLA10 5’-CTACAATGGAAACCCGTGG-3’
GLASEC 5’-CCGCGGTGGACGTCC-3’
PGLA2 5’-GGT CAAATTGCCG AGCT G-3’
REV 5’-C AGG AAAC AG CTATG AC-3’
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6. PRODUCTOS.
Se utilizaron sales minerales de Panreac (España) y componentes para 
medios de cultivo de Pronadisa (España) y Oxoid (Reino Unido). Otros 
productos se adquirieron a Sigma, Merck (Alemania) o Fluka (Suiza).
7. CRECIMIENTO Y MANTENIMIENTO DE MICROORGANISMOS.
Todos los microorganismos se cultivaron a 37°C. Los cultivos en medio 
líquido se incubaron con agitación orbital a 200 rpm. Para los cultivos de los 
hongos en medio líquido se inocularon entre 105 y 106 ufc/ml. Las cepas de E. 
coli se conservaron a -70°C en el medio de crecimiento con glicerol estéril a 
una concentración final del 16% (v/v). Las esporas de hongos se almacenaron 
a -70°C en glicerol estéril al 50% (v/v). Los fagos se guardaron a -70°C en 
DMSO al 7% (v/v).
8. MUTAGÉNESIS DE A. terreus.
Los mutantes auxótrofos de A. terreus se obtuvieron por irradiación de las 
esporas con luz UV. Para la mutagénesis se preparó una suspensión de 108 
conidios de A. terreus en H20 , se filtró a través de una malla de nailon de 42 
fim de poro y se lavó dos veces para eliminar cualquier resto de medio de 
cultivo. Estas esporas, en un volumen de 10 mi, se irradiaron con luz UV en 
una placa Petri con agitación constante. Se utilizó una lámpara Silvania de luz 
UV de 254 nm con una potencia de 1.4 pw/cm2 a una distancia de 20 cm 
durante 30 o 45 seg (10 y 2.5% de viabilidad respectivamente). Una vez 
realizado el tratamiento, las esporas se guardaron en oscuridad durante una 
hora para evitar que actuaran los mecanismos de fotoreparación celular. 
Transcurrido este tiempo las esporas se añadieron a 50 mi de medio MMA y se 
incubaron a 37°C y 200 rpm. Los mutantes se aislaron a partir de este cultivo 
siguiendo la técnica del enriquecimiento por filtración (Picknett et al., 1987) y 
para su identificación se sembraron en placas de medio MMA suplementadas 
con distintos requerimientos nutricionales (Sherman etai., 1986).
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9. OBTENCIÓN Y TRANSFORMACIÓN DE PROTOPLASTOS DE A.
nidulans Y A. terreus.
Se utilizó un sistema basado en el protocolo publicado por Tilburn y 
colaboradores (1983) para A. nidulans. En un matraz erlenmeyer de 500 mi 
con 200 mi de medio MMA se inocularon 105 ufc/ml de A. terreus. Se incubaron 
a 37°C y 200 rpm en un agitador orbital durante 16 a 18 horas. El micelio 
crecido se recogió por filtración a través de una malla de nailon de 42 |im de 
diámetro de poro y se lavó con tampón TL. El micelio parcialmente escurrido 
se pesó y se resuspendió en 10 mi de tampón de extracción por gramo de 
micelio. La mezcla se incubó durante 90 min a 30°C y 100 rpm con agitación 
orbital. La liberación de protoplastos se siguió mediante observaciones 
periódicas al microscopio. Los protoplastos obtenidos se separaron de los 
restos de micelio por filtración a través de una malla de nailon. La suspensión 
de protoplastos obtenida se transfirió a un tubo de centrífuga estéril, se cubrió 
con un volumen de tampón ST1, y se centrifugó en un rotor basculante a 7000 
x g durante 10 min a temperatura ambiente. En estas condiciones los 
protoplastos formaron una banda en la mitad superior del tubo mientras los 
restos precipitaron en el fondo. Los protoplastos se transfirieron a un tubo de 
centrífuga limpio, se diluyeron con 5 volúmenes de tampón ST2 y se 
centrifugaron en las mismas condiciones. El precipitado de protoplastos se 
resuspendió en 1 mi de tampón ST2 se transfirió a un tubo de microcentrífuga 
estéril y se centrifugó 1 min a 4°C. El precipitado se resuspendió en 1 mi de 
STCa y se lavó dos veces en las mismas condiciones. Finalmente los 
protoplastos se resuspendieron en STCa a una concentración de 5 x 108/ml. 
Para cada transformación se mezclaron 200 pl de la suspensión de 
protoplastos con 50 pl de tampón PEG y 10 pg de plásmido transformante en 
un volumen no superior a 10 pl. Esta mezcla se incubó en hielo durante 20 min 
trancurridos los cuales se añadió 1 mi de tampón PEG y se incubó durante 5 
min a temperatura ambiente. Finalmente se añadieron 4 mi de tampón STCa 
para disminuir el efecto tóxico del PEG. Alícuotas de 0.5 mi de esta mezcla se 
añadieron a tubos que contenían 5 mi de SbMMA atemperados a 45°C, se 
vertieron sobre placas de SMMA y se incubaron a 37°C. En los experimentos
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de cotransformación se utilizó una relación entre el plásmido transformante y el 
cotransformante 1:5 (normalmente 5 jig : 25 pg). Las placas y los tubos que se 
utilizaron para la selección de los transformantes se suplementaron con 0.5 
mg/ml de HmB cuando el vector de transformación fue pAN7-1. En todos los 
experimentos se realizaron controles de reversión y viabilidad. Para ello, 
protoplastos sin tratar con el DNA transformante se sembraron en placas de 
medio selectivo (reversión) y no selectivo (viabilidad).
Los transformantes aparecieron tras incubar las placas durante tres o 
cuatro días a 37°C. Conidios procedentes del centro de las colonias se 
transfirieron a placas de medio selectivo. A partir de estas placas se preparó 
una pequeña suspensión de esporas, se filtró a través de una malla de nailon 
o de lana de vidrio apelmazada y se inocularon distintas diluciones de la 
misma en placas de medio selectivo. Las colonias discretas que aparecieron 
en estas placas se consideró que procedían de un único conidio. Para 
determinar la estabilidad mitótica de los transformantes se utilizaron 
suspensiones de esporas preparadas a partir de colonias originadas por un 
único conidio.
10. TRANSFORMACIÓN DE E. coli.
La preparación de células competentes de E  coli y su transformación se 
realizaron siguiendo el método de Hanahan (1983). Los transformantes se 
seleccionaron en placas de LB con 50 pg/ml de ampicilina o kanamicina, que 
contenían 40 pg/ml de X-Gal al 2% (v/v) en dimetilformamida.
11. PURIFICACIÓN DE DNA PLASMÍDICO.
Los plásmidos de E  coli se purificaron siguiendo el método de lisis 
alcalina tal como se describe en Sambrook y colaboradores (1989).
12. EXTRACCIÓN DE DNA GENÓMICO.
La obtención de DNA genómico de A. terreus y de otros hongos 
filamentosos utilizados en este trabajo se realizó siguiendo el protocolo 
descrito en González y colaboradores (1992). Para extraer DNA de los
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transformantes y cotransformantes se utilizó un método de minipreparación de 
DNA fúngico más rápido que el anterior. Se inocularon 30 mi de MMA con 106 
ufc/ml de cada transformante y se incubaron a 37°C y 200 rpm durante 20 h. El 
micelio crecido se recogió por filtración a través de una malla de nailon y se 
secó entre servilletas de papel. Para cada extracción se utilizaron 200 mg de 
micelio escurrido. El micelio se liofilizó y se trituró dentro de un tubo de 
microcentrífuga utilizando una punta amarilla con la punta sellada. Se 
añadieron 500 pl de tampón TNES a 55°C y siguió rompiéndose con la ayuda 
del agitador de tubos y homogenizando con la ayuda de una pipeta. Se 
añadieron 350 pl de fenol equilibrado con Tris precalentado a 55°C y 150 pl de 
cloroformo y se continuó homogenizando. Se centrifugó a 13000 rpm durante 
30 min a temperatura ambiente, se recogió la fase acuosa y se trató con 50 
pg/ml de RNasaA durante 30 min a 37°C. Posteriormente se trató con fenol- 
cloroformo-isoamílico (25:24:1) y cloroformo-isoamílico tal como se describe en 
Sambrook y colaboradores (1989) y se precipitó con 0.6 volúmenes de 
isopropanol. El precipitado de DNA obtenido, después de lavarse con etanol al 
70% (v/v) se resuspendió en 50 pl de tampón TE.
13. EXTRACCIÓN DE RNA DE A. terreus.
Para cada extracción se partió de 50 mg de micelio de A. terreus 
liofilizado y machacado con una varilla de vidrio hasta obtener un polvo muy 
fino. Se añadieron sucesivamente 500 pl de solución BES calentada 
previamente hasta 100°C y 500 pl de fenol-cloroformo-isoamílico mientras se 
agitaba constantemente en un agitador de tubos. Los restos de micelio se 
precipitaron centrifugando a 13000 rpm durante 30 min a 4°C. Se recuperó la 
fase acuosa y se realizaron varias extracciones con fenol-cloroformo- 
isoamílico hasta que la interfase estuvo limpia. Posteriormente se llevó a cabo 
una extracción con cloroformo-isoamílico. La fase acuosa final se precipitó con 
0.1 volúmenes de acetato sódico 3 M y 2 volúmenes de etanol. Tras incubar 
durante dos horas a -20°C se centrifugó 30 min en las condiciones anteriores. 
El precipitado se lavó con etanol al 70% (v/v) y se resuspendió en 200 pl de 
H20  tratada con dietilpirocarbonato (H20-DEPC). El RNA se precipitó con 1
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volumen de LiCI 4 M incubando durante la noche en hielo. El RNA se recuperó 
centrifugando en las condiciones anteriores, se lavó con etanol al 70% (v/v) y 
se resuspendió en 100 pl de H20-DEPC.
Como altenativa a este método se utilizó el reactivo TRISOLV 
comercializado por Laboratorios Biotecx Inc. (USA) partiendo de 80 a 100 mg 
de micelio escurrido congelado en nitrógeno líquido y siguiendo el protocolo de 
extracción sugerido por el fabricante. Para romper el micelio se utilizó un 
disruptor de células Mini BeadBeater (BioSpec Products Inc., USA) con bolas 
de acero inoxidable de 2.3 mm de diámetro durante 40 seg a 5000 rpm.
El mRNA se purificó a partir de RNA total utilizando oligo(dT)-celulosa y 
los reactivos comercializados por Pharmacia (Suecia) en las condiciones 
sugeridas por el proveedor.
14. TRATAMIENTOS ENZIMÁTICOS DEL DNA.
Las digestiones con endonucleasas de restricción se realizaron 
indistintamente con las enzimas comercializadas por Boehringer (Alemania), o 
Promega (USA) utilizando los tampones y condiciones de reacción 
aconsejados por los proveedores. Cuando fue necesario desfosforilar los 
extremos de los vectores de clonación se utilizó fosfatasa alcalina de intestino 
de ternera (Boehringer) utilizando el tampón suministrado por el proveedor y 
las condiciones de reacción descritas en Sambrook y colaboradores (1989).
La conversión de extremos protuberantes en romos se realizó utilizando 
el fragmento Klenow de la DNA polimerasa I de E  coli (Boehringer) con el 
tampón y las condiciones de reacción descritas en Sambrook y colaboradores 
(1989). Las ligaciones entre las moléculas de DNA se realizaron con DNA 
ligasa del fago T4 (Boehringer) y el tampón suministrado con la enzima 
siguiendo las recomendaciones de Sambrook y colaboradores (1989).
15. PURIFICACION DE FRAGMENTOS DE DNA.
Los fragmentos de DNA se separaron en geles de agarosa de bajo punto 
de fusión SeaPlaque™GTG (Dinamarca). Las porciones de gel que los 
contenían se fundieron a 68°C, y se les añadió NaCI a una concentración final 
de 50 mM. El DNA se purificó por extracciones sucesivas con fenol-tris, fenol-
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cloroformo y cloroformo-isoamílico y posteriormente se precipitó con acetato 
sódico 0.3 M y 2 volúmenes de etanol. El DNA se recogió por centrifugación y 
se resuspendió en un volumen adecuado de TE. Alternativamente, se 
purificaron utilizando los reactivos comercializados por Promega como Magic 
PCRpreps siguiendo las instrucciones del fabricante.
16. CONSTRUCCION DE UNA GENOTECA DE A. terreus.
Se determinaron las condiciones óptimas de digestión del DNA genómico 
de A. terreus con la enzima Sau3A\ para obtener una población de fragmentos 
con un tamaño medio de 15 kb. Estas condiciones fueron 0.02 U de enzima 
por pg de DNA durante 10 min. El DNA digerido se ajustó a una concentración 
de 1 pg/pl y se utilizó para la construcción de la genoteca en el vector XEMBL3 
utilizando los brazos del fago X1059 digeridos con BamH\ y desfosforilados 
comercializados por Promega. Para encapsidar los fagos recombinantes se 
utilizó la mezcla de proteínas y precursores comercializada por Promega como 
Packagene® Lambda DNA Packaging System. Asumiendo para A. terreus un 
tamaño de genoma similar al de A. nidulans, es decir 2.8 x 107 bp (Timberlake, 
1978), y aplicando la fórmula de Clarke y Carbón (1976), en la genoteca 
obtenida la probabilidad de tener representada cualquier secuencia del 
genoma de A. terreus fue del 98%.
Todos los procedimientos relacionados con la obtención de la genoteca, 
su amplificación, mantenimiento y la obtención de DNA de los fagos 
recombinantes se realizaron siguiendo las recomendaciones del proveedor.
17. ELECTROFORESIS DE ÁCIDOS NUCLEICOS.
Las moléculas de DNA y RNA se separaron en geles de agarosa. La 
electroforesis de RNA se realizó en condiciones desnaturalizantes con un 6% 
(v/v) de formaldehído.
18. HIBRIDACIÓN DE ÁCIDOS NUCLEICOS.
La transferencia de ácidos nucleicos desde geles de agarosa o de calvas 
de fagos a membranas de nailon Hybond-N™ (Amersham, Reino Unido) se
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realizó en condiciones neutras según se describe en Sambrook y 
colaboradores (1989). Las hibridaciones en condiciones homologas se 
realizaron a 42°C y a 37°C en condiciones heterólogas. La composición de la 
solución de hibridación se detalla en el apartado 4 de esta sección.
Los fragmentos utilizados como sonda se marcaron con (a-32P)dCTP 
(Amersham) mediante el método de “random primed” (Feinberg y Volgestein, 
1983; 1984) utilizando los reactivos comercializados por Boehringer o 
Pharmacia.
En las hibridaciones de RNA, tras hibridar con el gen problema, los filtros 
se lavaron con SDS al 0.1% (v/v) hirviendo y, como control de carga de RNA 
se rehibridaron con un fragmento Sph\ de 0.9 kb del gen de expresión 
constitutiva benA de A. nidulans que codifica la p-tubulina (May et al., 1987).
19. SECUENCIACIÓN DEL DNA.
Los fragmentos de DNA clonados en pUC13, pUC18 o pBluescriptllSK+ 
se secuenciaron siguiendo el método de Sanger y colaboradores (1977) 
utilizando (a-35S)dATP (Amersham) y los reactivos comercializados por USB 
(USA) como Sequenase™, o Pharmacia, utilizando la polimerasa del fago T7. 
Cuando fue necesario se realizaron deleciones seriadas unidireccionales con 
las nucleasas exolll y S1 siguiendo el método de Henikoff (1984) y utilizando 
los reactivos comerciales de Pharmacia. La mayoría de los plásmidos se 
secuenciaron utilizando oligonucleótidos complementarios de los extremos del 
sitio múltiple de clonación de los plásmidos de la serie pUC y pBluescriptllSK+ 
(oligonucleótidos DIR y REV en la tabla 5). Para completar la secuencia de 
algunos fragmentos se utilizaron los oligonucleótidos sintéticos ARG1, PGLA1 
y GLASEC como iniciadores (tabla 5).
El análisis de secuencias de ácidos nucleicos o proteínas se realizó con 
los programas DNASIS y PROSIS (Pharmacia) para secuencias de nucleótidos 
y aminoácidos respectivamente. La búsqueda de homologías de secuencia se 
realizó con los programas CLUSTAL (Higgins y Sharp, 1989) y GCG (Genetics 
Computer Group, 1994).
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20. REACCIÓN EN CADENA DE LA POLIMERASA.
La amplificación del DNA utilizando la técnica de PCR se realizó en un 
termociclador IHB 2024 (Cherlyn Electronics, Reino Unido) utilizando Taq DNA 
polimerasa (Promega) o Dinazyme (Finnzymes Oy, Finlandia). En cada 
reacción se utilizaron 2.5 U de enzima, dNTPs a una concentración final 0.2 
mM, y los oligonucleótidos cebadores a 2 pM en el tampón de reacción 
suministrado por el proveedor con la concentración de MgCI2 ajustada a 1.5 
mM. Como molde se utilizó 1 pg de DNA genómico en cada reacción. El 
volumen final de reacción fue de 50 pl y la mezcla se cubrió con 50 pl de 
parafina para evitar la evaporación. Para amplificar el fragmento de 1.7 kb del 
gen glaA de A. niger se llevaron a cabo 35 ciclos de 1 min a 95°C, 2 min a 
50°C y 3 min a 72°C, seguidos de un ciclo final de 5 min a 72°C.
Para la técnica de amplificación rápida de los extremos del cDNA 
(RACE), la amplificación de la primera hebra de cDNA se realizó como se 
describe en Frohman (1990) utilizando la transcriptasa reversa AMV 
comercializada por Promega, el mRNA del gen glal como molde y el 
oligonucleótido EGLA como cebador. Se tomó 1 pl de una dilución 1/10 de 
esta reacción y se utilizó como molde para amplificar algunos fragmentos de 
cDNA en las siguientes condiciones: 40 ciclos de 1 min a 95°C, 2 min a 55°C y 
3 min a 72°C seguidos de un ciclo final de 5 min a 72°C.
21. DETERMINACIÓN DE ACTIVIDADES ENZIMÁTICAS.
Para determinar la actividad glucoamilasa en placa de los 
cotransformantes de A. nidulans V002 se inocularon placas de medio MM con 
almidón soluble al 1 % (p/v) y una vez crecidos se incubaron durante la noche a 
60°C. Al día siguiente las placas se invirtieron sobre una tapa de placa Petri 
que contenía cristales de yodo. Los vapores de yodo tiñeron de negro las 
zonas de medio de cultivo donde el almidón no había sido degradado dejando 
halos de distinto tamaño alrededor de los cotransformantes.
La actividad glucoamilasa en medio líquido se determinó como el 
incremento de glucosa liberada a partir de almidón tal como se describe en 
Ghosh y colaboradores (1990a). La glucosa se estimó por el método de
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glucosa oxidasa (Gascón y Lampen; 1968). Una unidad de actividad 
glucoamilasa se definió como la cantidad de enzima que libera 1 pmol de 
glucosa por minuto en las condiciones del ensayo. La actividad xilanasa se 
determinó tal como describe en Fernández-Espinar et al., (1992). La xilosa 
liberada se estimó según Spiro (1966). Una unidad de actividad xilanasa se 
definió como la cantidad de enzima que libera 1 pinol de xilosa por minuto en 
las condiciones del ensayo. La proteína extracelular se determinó con el 
método de Bradford (1976).
La actividad OTCasa de la cepa silvestre de A. terreus y del muíante arg1 
se determinó siguiendo el método propuesto por García-España y 
colaboradores (1989) utilizando l'[2,3-3H] ornitina (New England Nuclear, USA) 
y partiendo de cantidades iguales de micelio crecido 16 h en medio MMA con 
arginina 2.5 mM y transferido a medio MMA durante 12 h. Una unidad 
enzimática se definió como un nmol de citrulina formada por minuto.
22. DETERMINACIÓN DE PESO SECO.
El peso seco se estimó por desecación del micelio en una estufa a 
105°C hasta obtener un peso constante.
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN.

1. DESARROLLO DE UN SISTEMA DE TRANSFORMACIÓN 
PARA Aspergillus terreus.
1.1. SISTEMA DE TRANSFORMACIÓN POR RESISTENCIA A HmB.
Como se indicó en el apartado 1.2.2. de la Introducción, la HmB es un 
marcador de transformación habitual en hongos filamentosos. Por ello se 
decidió desarrollar un sistema de transformación para A. terreus basado en la 
selección por resistencia a esta droga.
1.1.1. Resistencia de la cepa silvestre de A. terreus a la HmB.
Para establecer la CMI de la HmB para A. terreus se prepararon 
suspensiones de conidios y se determinó su viabilidad en placas de medio 
MMA con concentraciones crecientes de HmB desde 50 a 1000 pg/ml. El 
crecimiento del hongo se redujo parcialmente a una concentración de HmB de 
200 pg/ml y se inhibió a 500 pg/ml. Por ello, esta última concentración se 
utilizó en las placas de selección de los transformantes.
Para que un sistema de transformación sea eficaz la frecuencia de 
aparición espontánea del fenotipo que se desea seleccionar debe ser muy 
baja. De esta manera el crecimiento de colonias en las placas de selección 
sólo puede ser atribuido a la adquisición del DNA transformante. Para 
averiguar la frecuencia de aparición espontánea de colonias de A. terreus 
resistentes a HmB se inocularon 108 conidios en placas de medio MMA con 
500 pg HmB/ml. Tras incubarlas durante una semana no se observó la 
aparición de colonias resistentes, determinándose una frecuencia de mutación 
espontánea al menos inferior a 10*8.
1.1.2. Transformación de protoplastos.
A partir de micelio crecido en medio MMA se obtuvieron protoplastos 
siguiendo el protocolo descrito en el apartado 9 de Materiales y Métodos. 
Alícuotas de 108 protoplastos se transformaron con 10 pg del plásmido pAN7-1 
(ver figura 7A) y se sembraron en medio SMMA con HmB. Como control
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negativo se usaron protoplastos no tratados con DNA que se inocularon en 
placas de medio SMMA con HmB y, después de hacer las diluciones 
apropiadas, en placas con medio no selectivo para determinar su viabilidad 
después del tratamiento con PEG. Todas las placas se incubaron a 37°C y tres 
o cuatro días más tarde se detectó la presencia de colonias transformantes 
creciendo en medio selectivo. En los distintos experimentos la viabilidad fue 
muy variable, llegando a causar el tratamiento con PEG una mortalidad del 
85%. No se detectaron revertientes. En las placas de selección de 
transformantes crecieron dos tipos de colonias. Las primeras eran grandes y 
aparecieron con una frecuencia de 100 por cada pg de plásmido pAN7-1 (3 x 
10'5 por pg de plásmido y protoplasto viable). Estas colonias crecían 
vigorosamente y mantenían el fenotipo de resistencia al ser transferidas a 
medio fresco con 500 pg de HmB/ml pudiéndose concluir que se trataba de 
transformantes reales. Las segundas eran pequeñas y aparecieron con una 
frecuencia de 104 por cada pg de plásmido pAN7-1. Estas colonias al ser 
transferidas a medio fresco en el que se mantenía la presión selectiva fueron 
incapaces de crecer, considerándose transformantes abortivos (ver apartado
1.3.1. de la Introducción). Como se describe en otros sistemas, la frecuencia 
de transformación del método descrito en este apartado depende mucho de la 
calidad de los protoplastos usados en el experimento (Wnendt et al., 1990). 
Considerando los transformantes reales, las frecuencias de transformación 
obtenidas con este sistema son similares a las obtenidas en otros hongos 
filamentosos con el plásmido pAN7-1 (Punt et al., 1987; Oliver et al., 1987, 
Barret etai ,  1990).
1.1.3. Análisis molecular de los transformantes.
La evidencia molecular de que la transformación ha tenido lugar se 
obtiene al detectar secuencias del DNA transformante en el genoma receptor. 
Con este fin se aisló DNA genómico de la cepa receptora y de cuatro 
representantes de los transformantes denominados respectivamente HT3, HT4, 
HT5 y HT6. Estas muestras de DNA se sometieron a análisis Southern usando 
como sonda un fragmento Seal de 1.1 kb del plásmido pAN7-1 que contiene el 
gen hph.
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Como se muestra en la figura 8 no se detectó señal de hibridación con el 
DNA genómico de la cepa sin transformar. En los cuatro transformantes 
analizados se observó una señal de hibridación en la zona correspondiente al 
DNA genómico de alto peso molecular. La presencia de estas señales confirmó 
que eran verdaderos transformantes. Además, este resultado nos indicó que, 
como en la mayoría de los hongos filamentosos, la transformación se había 
producido por integración del DNA transformante en el genoma receptor. La 
intensidad de las señales de hibridación fue distinta en cada transformante 
sugiriendo que en cada uno de ellos el número de copias integradas de pAN7- 
1 había sido diferente. La sobreexposición del filtro no mostró otras señales de 
hibridación, ni en la zona correspondiente a pAN7-1 ni en cualquier otra 
posición, descartándose la presencia de plásmido transformante replicándose 
autónomamente. Para confirmar este resultado se llevó a cabo una 
retransformación de E. coli con 5 pg de DNA total de cada uno de los 
transformantes, no obteniéndose colonias transformantes.
Para estudiar el tipo de integración del DNA transformante se digirió DNA 
de los cuatro transformantes citados y de la cepa sin transformar, con los 
enzimas de restricción EcoRV (no corta en pAN7-1) y fíamHI (corta una vez en 
pAN7-1). Los DNAs digeridos se sometieron como en el caso anterior a 
análisis Southern. En el caso de la digestión con EcoRV, en todos los 
transformantes se observó una única banda de hibridación en una zona 
correspondiente a un peso molecular de al menos 20 kb, indicando que en los 
transformantes analizados la integración se había producido en un único sitio 
del genoma. Al digerir con fíamHI el DNA del transformante HT3, se detectó la 
presencia de una banda de hibridación intensa de 6.3 kb que corresponde a 
pAN7-1, indicando la integración de varias copias del plásmido en el genoma. 
En sobreexposiciones del filtro también se detectó la presencia de dos señales 
más tenues de tamaños mayor y menor que 6.3 kb que correspondían a 
secuencias flanqueantes. La digestión fíamHI del transformante HT4 mostró un 
patrón de hibridación compatible con la integración de una sola copia de 
pAN7-1 en el genoma. Los patrones de hibridación obtenidos en los 
transformantes HT5 y HT6 fueron más complicados. En el transformante HT5 
se detectó una banda intensa de tamaño mayor que pAN7-1 y una más tenue
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FIGURA 8. Análisis Southern del DNA de la cepa silvestre (wt) y de cuatro transformantes de A. terreus con el plásmido pAN7-1. 
Se transfirieron 5 pg de DNA sin digerir y digerido con BamHI o EcoRV a una membrana de nailon. Como sonda se utilizó un 
fragmento Seal de 1.1 kb procedente del plásmido pAN7-1. Los pesos moleculares en kb aparecen a la izquierda de cada 
autoradiografía.

de alto peso molecular. Este patrón puede justificarse por la reorganización de 
las copias integradas. Finalmente, en el transformante HT6  se observó una 
banda tenue del tamaño del plásmido, así como bandas adicionales de mayor 
intensidad y mayor o menor tamaño, indicando la posible integración de varias 
copias en tándem y la reorganización de algunas de ellas.
Por tanto, todos los transformantes se habían originado por integración 
de una o varias copias de pAN7-1 mediada por recombinación no homologa. 
Este es un ejemplo de recombinación tipo II citado en el apartado 1.3.1. de la 
Introducción (ver figura 4). Esta situación es la esperada en nuestro caso ya 
que no existe homología entre el plásmido transformante y el genoma receptor.
1.1.4. Estabilidad mitótica de los transformantes.
En los sistemas de transformación es muy importante que los 
transformantes conserven el fenotipo de selección sin necesidad de mantener 
la presión selectiva generación tras generación. En general los transformantes 
de hongos filamentosos presentan un alto grado de estabilidad mitótica debido 
a que en la mayoría de los casos la transformación se produce por integración.
Para determinar la estabilidad mitótica de los transformantes de A. 
terrreus se sembraron conidios en placas de medio MMA o MMA con 500 pg 
HmB/ml. Los transformantes que crecieron en medio MMA se transfirieron a 
placas de este medio con y sin HmB. Este proceso se repitió cinco veces 
después de las cuales, todos los transformantes fueron capaces de crecer en 
medio con presión selectiva, indicando que se mantenía el fenotipo 
transformante. Este resultado está de acuerdo con el modelo de 
transformación por integración sugerido en el apartado anterior y coincide con 
la elevada estabilidad obtenida en la transformación de otros ascomicetes 
(Fincham, 1989).
1.1.5. Nivel de resistencia de los transformantes.
La resistencia que presentan los transformantes al antibiótico depende 
del nivel de expresión del gen después de la transformación. Existen varios 
factores que pueden afectar al nivel de expresión del gen, como son la eficacia 
del promotor que porta el vector de transformación o la de aquel promotor bajo
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cuyo control se sitúe este gen después de la integración. También influyen el 
sitio de integración y el número de copias del gen integradas en cada 
transformante, aunque hay que tener en cuenta que alguna de esas copias 
puede inactivarse durante el proceso de integración.
Para determinar el nivel de resistencia de los transformantes de A. 
terreus se sembraron conidios de algunos de ellos en placas de medio MMA 
con distintas concentraciones de HmB que variaron entre 0.5 y 1.75 mg/ml. La 
mayoría de los transformantes fueron capaces de crecer a la máxima 
concentración ensayada, incluyendo los cuatro transformantes estudiados más 
exhaustivamente (tabla 6 ).
TABLA 6 . Nivel de resistencia a HmB de algunos transformantes de A. terreus.
TRANSFORMANTE CMI (mg HmB/ml)
HTi 1
h t 2 1
h t 3 >1.75
1-I >1.75
HT5 >1.75
(O1-X >1.75
HT8 >1.75
h t 9 >1.75
HT10 >1.75
HTn >1.75
HT13 1
h t 24 >1.75
HT4i 0.75
66
Teniendo en cuenta los resultados inferidos del análisis Southern de los 
transformantes HT3i HT4, HT5 y HT6i este elevado nivel de resistencia no está 
correlacionado con el número de copias integradas en cada transformante, ya 
que, aunque no conocemos exactamente el número de copias integradas en 
los transformantes HT3, HT5 y HT6, sabemos que el transformante HT4 tiene 
una sola copia de pAN7-1.
1.1.6. Producción de enzimas por los transformantes.
La aplicabilidad del sistema de transformación desarrollado en este 
apartado depende de que la integración ectópica del DNA transformante no 
afecte selectivamente a genes que codifican enzimas extracelulares, la 
característica fenotípica que interesa a nuestro grupo de trabajo.
Para determinar si la transformación afectaba a la producción enzimática 
se inocularon 105 conidios de la cepa silvestre de A. terreus y de los 
transformantes HT3i HT4, HT5 y HT6 en 10 mi de medio MM con almidón o 
xilano al 1% (p/v) como única fuente de carbono. Los cultivos se incubaron a 
37°C y se tomaron muestras a las 48 h. Se hicieron ensayos para determinar 
las actividades glucoamilasa y xilanasa y se comprobó que la cantidad de 
enzima secretada era similar en los cuatro transformantes y en la cepa 
silvestre (1 U de actividad glucoamilasa/jig de proteína extracelular y 0.013 U 
de actividad xilanasa/pg proteína extracelular). Este resultado sugería que, al 
menos en los transformantes estudiados, pAN7-1 no se había integrado en un 
locus implicado en la síntesis de estos enzimas y que la presencia de un DNA 
extraño en su genoma no parecía tener influencia en la producción enzimática.
1.2. SISTEMA DE TRANSFORMACIÓN POR COMPLEMENTACIÓN DE UN 
MUTANTE DE A. terreus CON EL ALELO SILVESTRE DEL GEN argB de 
A. nidulans.
El sistema de transformación basado en la resistencia a HmB no permitió 
conseguir frecuencias de transformación elevadas, por lo que se pensó en 
desarrollar un sistema basado en la complementación de auxotrofías. Para ello
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era necesario disponer de mutantes de A. terreus y de genes que 
complementasen las auxotrofías correspondientes. En el laboratorio se 
disponía del plásmido pFB39 que porta el gen argB de A. nidulans y codifica 
una OTCasa (ver apartado 1.2.4. de la Introducción y figura 7B), por lo que se 
decidió aislar mutantes de A. terreus deficientes en dicha actividad.
1.2.1. Aislamiento y caracterización de un mutante de A. terreus deficiente
en OTCasa.
Con el fin de obtener un mutante de A. terreus en la actividad OTCasa, 
los conidios de la cepa silvestre se sometieron a mutagénesis con luz UV y 
posteriormente a enriquecimiento por filtración (apartado 8 de Materiales y 
Métodos). Los conidios recogidos después del enriquecimiento se sembraron 
en medio MCA y los que crecieron se transfirieron a placas de medios MCA y 
MMA. Las colonias que crecieron en medio MCA y no lo hicieron en medio 
MMA se seleccionaron para determinar su auxotrofía. Con este procedimiento 
entre un 10 y un 50% de las colonias crecidas en medio MCA en los distintos 
experimentos correspondieron a mutantes auxótrofos. Para determinar la 
auxotrofía se sembraron conidios procedentes de estas colonias en placas de 
MMA que contenían mezclas de distintos requerimientos nutricionales en las 
que, según el patrón de crecimiento, es posible determinar el requerimiento 
específico de una cepa mutante (Sherman et al., 1986). En la tabla 7 se 
presenta una relación de los mutantes auxótrofos obtenidos. Para aislar 
selectivamente mutantes auxótrofos para arginina las esporas recuperadas del 
enriquecimiento por filtración se sembraron en medio MMA suplementado con 
arginina.
De todos los mutantes obtenidos solamente uno ellos fue auxótrofo para 
la arginina. Para comprobar el paso de la ruta de biosíntesis bloqueado se 
sembraron conidios del mismo en placas de MMA suplementadas con ornitina, 
citrulina o arginina. Los mutantes defectivos en OTCasa crecen bien en un 
medio mínimo suplementado con citrulina o arginina, pero son incapaces de 
crecer en medio mínimo con ornitina (figura 3). El patrón de crecimiento 
obtenido fue el esperado para un mutante en OTCasa (figura 9). La mutación
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TABLA 7. Fenotipo de los mutantes auxótrofos obtenidos. (*Frecuencia de 
aparición de cada fenotipo transformante; **lncluye mutantes que tienen más 
de un requerimiento o que no crecen en ninguno de los medios utilizados para 
su clasificación).
AUXOTROFÍA FRECUENCIA (%)*
Arginina 2.3
Cisteína 4.7
Cisteína / Metionina 9.3
Lisina 2.3
Metionina 18.6
Prolina 9.3
Tirosina 2.3
Sin clasificar** 51.2
wt
arg1
FIGURA 9. Patrón de crecimiento de la cepa silvestre de A. terreus (wt) y del 
mutante arg1 en placas de medio MMA suplementadas con ornitina, 
citrulina, y arginina
ornitina citrulina arginina
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presente en esta cepa se denominó arg1. Este mutante ha sido depositado en 
la CECT con el número 20194.
Para confirmar que arg1 era un mutante defectivo en OTCasa se 
determinó esta actividad enzimática en la cepa arg1 y en la cepa silvestre de 
A. terreus. La actividad OTCasa fue 12 veces mayor en la cepa silvestre (2.02 
U/ml) que en el mutante (0.165 U/ml). Se realizó un análisis Southern en 
condiciones heterólogas del DNA de la cepa silvestre de A terreus y del 
mutante arg1 sin digerir y digerido con varios enzimas de restricción. Como 
sonda se utilizó un fragmento EcoRI-Psfl de 2.6 kb del plásmido pFB39 que 
contiene el gen argB de A. nidulans (ver figura 7B). Como puede apreciarse en 
la figura 10, con los enzimas utilizados, los patrones de hibridación obtenidos 
fueron idénticos para las dos cepas, indicando que la mutación en el gen que 
codifica para la OTCasa de A. terreus arg1 no es debida a grandes deleciones, 
inserciones o reordenamientos en el DNA.
La frecuencia de reversión de esta mutación se calculó sembrando en 
medio MMA 108 conidios de la cepa mutante. Tras incubar las placas durante 
10 días a 37°C no se observó el crecimiento de colonias protótrofas, 
determinándose una frecuencia de reversión inferior a 10-8
1.2.2. Transformación heteróloga del mutante A . terreus arg1 con el gen 
argB de A . nidulans.
Al disponer de un mutante con baja frecuencia de reversión y de un gen 
para complementar la mutación, pudimos plantearnos la transformación del 
mutante A. terreus arg1. Además, la complementación de esta mutación con el 
gen argB de A. nidulans ratificaría que la cepa arg1 presentaba un defecto 
metabólico en la OTCasa.
Los protoplastos de la cepa arg1 de A. terreus se obtuvieron con el 
mismo método seguido para la cepa silvestre, con la excepción del medio de 
cultivo que fue MCA suplementado con arginina en lugar de medio MMA. Para 
la transformación se utilizó el plásmido pFB39. Los protoplastos transformados 
se sembraron en placas de medio SMMA y al cabo de 4 días crecieron los 
transformantes. No se detectó la presencia de transformantes abortivos. Como 
control se sembraron protoplastos sin tratar con pFB39 en placas de medio
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FIGURA 10 Análisis Southern de 10 pg de DNA de la cepa silvestre (wt) de A 
terreus y del mutante arg1. El DNA sin digerir o digerido con varios 
enzimas de restricción se híbrido con el fragmento EcoRI-Psfl de 2.6 kb 
de pFB39 que contiene el gen argB de A nidulans Los marcadores de 
peso molecular aparecen a la izquierda de la figura
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SMMA y en placas del mismo medio suplementado con arginina para 
determinar su viabilidad. En las primeras no hubo crecimiento y en las de 
viabilidad se observó, al igual que en la transformación de la cepa silvestre, 
variabilidad entre los distintos experimentos. La frecuencia de transformación 
fue de 50 transformantes por cada pg de pFB39 (2 x 10'5 transformantes por pg 
de plásmido y protoplasto viable). Esta frecuencia de transformación es del 
mismo orden que la obtenida con el gen argB de A. nidulans en otros hongos 
filamentosos (John y Peberdy, 1984; Parsons et al., 1987; Hahm y Batt, 1988) 
y ligeramente inferior a la obtenida con el sistema de resistencia a HmB en la 
cepa silvestre de A. terreus (ver apartado 1.1.2. de esta sección).
1.2.3. Análisis molecular de los transformantes.
Para estudiar el destino de pFB39 en el genoma de los distintos 
transformantes se aisló DNA de cuatro de ellos denominados ATi, AT2, AT3 y 
AT4 y se sometió a análisis Southern. Como sonda se utilizó el mismo 
fragmento del gen argB de A. nidulans que en el apartado 1.2.1 de esta 
sección. En la figura 11 pueden verse los patrones de hibridación obtenidos. 
En las carreras correspondientes al DNA de los transformantes sin digerir se 
observó una señal de hibridación en la zona de alto peso molecular indicando 
que, como ocurre en el sistema de resistencia a HmB, el DNA transformante se 
había integrado en el genoma receptor.
Para estudiar el tipo de integración se digirió el DNA de los 
transformantes con EcoRI (corta una vez en pFB39) y con Xho\ (no corta en 
pFB39) y se realizó un análisis Southern utilizando la misma sonda. En los 
transformantes ATi y AT4 digeridos con EcoRI se observó una señal intensa de 
un tamaño correspondiente a 5.3 kb que sugiere la integración de varias 
copias de pFB39 en forma de tándem. También fue posible ver señales más 
tenues que corresponden a secuencias flanqueantes. Los transformantes AT2 
y AT3 presentaron patrones de hibridación más complicados, indicando 
integraciones en más de un sitio o reordenamientos entre las copias 
integradas del plásmido. En la sobreexposición de las carreras 
correspondientes a las digestiones EcoRI, se detectó una señal con un tamaño 
de 1 kb. Esta señal también aparece en las digestiones EcoRI del DNA de la
cepa silvestre y del mutante arg1 (figura 10) y corresponde ai locus arg1. Este 
hecho sugiere que la integración de pFB39 ha tenido lugar en un sitio distinto 
al locus arg1 de A. terreus. Al digerir con Xho\, en todos los transformantes se 
observó una banda en la zona de alto peso molecular, indicando que la 
integración había tenido lugar en un único sitio en el genoma, con lo cual cabe 
concluir que los patrones de hibridación obtenidos en los transformantes AT2 y 
AT3 se deben a reordenamientos entre las copias integradas en tándem.
1.2.4. Estabilidad mitótica de los transformantes.
Del mismo modo que en el sistema de selección anterior, se estudió la 
estabilidad mitótica de los transformantes. Se sembraron conidios de los 
transformantes en placas de medio MMA con y sin arginina. Se tomaron 
conidios del centro de las colonias de los transformantes crecidos en MMA con 
arginina y se transfirieron a placas de MMA con y sin arginina. Después de 
cinco rondas de crecimiento en medio con arginina todos los transformantes 
estudiados fueron capaces de crecer en medio MMA, indicando una 
estabilidad mitótica del fenotipo transformante del 100%, tal como se espera 
para un sistema de transformación por integración.
1.2.5. Producción de enzimas por los transformantes.
De forma similar a la descrita en el sistema de resistencia a HmB se 
valoró la secreción de glucoamilasa y xilanasa en la cepa arg1 y en los 
transformantes ATlf AT2, AT3 y AT4. Se obtuvieron los mismos niveles de 
producción en las cinco cepas, íos cuales fueron a su vez similares a los 
descritos para los transformantes resistentes a HmB, es decir 1 U de actividad 
glucoamilasa/pg de proteína extracelular y 0.013 U de actividad xilanasa/pg de 
proteína extracelular (ver apartado 1.1.6. de esta sección). Estos resultados 
sugieren que ni la mutagénesis ni el proceso de transformación han afectado a 
la producción de estas dos enzimas.
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FIGURA 11 Análisis Southern de 10 pg de DNA de los transformantes de A 
terreus con el plásmido pFB39 El DNA sin digerir o digerido con los 
enzimas indicados en la figura se hibridó con el fragmento EcoRI-Psfl de 
2.6 kb de pFB39 que contiene el gen argB de A nidulans Los 
marcadores de peso molecular en kb aparecen a la izquierda de la figura.
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1.3. CLONACIÓN DEL GEN arg1 DE A. terreus.
Las frecuencias de transformación obtenidas con los dos sistemas 
desarrollados son similares y poco elevadas. Se ha descrito en otros hongos 
filamentosos que la utilización de un gen homólogo para complementar la 
auxotrofía aumenta la eficacia del sistema de transformación (Gruber et al., 
1990). Siguiendo esta aproximación, y dado que disponíamos de un mutante 
de A. terreus en OTCasa, se decidió clonar el gen que codifica esta enzima en 
A. terreus para usarlo en el desarrollo de un sistema de complementación 
homólogo.
1.3.1. Clonación del gen arg1 de A. terreus.
Con el fin de localizar el gen de A. terreus que codifica para la OTCasa, 
se rastreó la genoteca cuya construcción se describe en el apartado 16 de la 
sección Materiales y Métodos. Por experimentos previos conocíamos que 
utilizando como sonda el gen argB de A. nidulans se detectaban señales de 
hibridación en el genoma de A. terreus (ver figura 10) por lo que para rastrear 
la genoteca se utilizó el fragmento de pFB39 descrito anteriormente que 
contiene este gen. Las placas que contenían las calvas de tisis se transfirieron 
por duplicado a filtros de nailon y se hibridaron en condiciones heterólogas. En 
estas condiciones, al rastrear 4000 calvas de lisis se detectó una única señal 
de hibridación que se denominó \F 7.
Se aisló DNA del fago XF7. Para localizar dentro del inserto de 15 kb los 
fragmentos que hibridaban con el gen argB, se digirió el DNA del fago con 
varios enzimas de restricción y se realizó un análisis Southern hibridando con 
la misma sonda utilizada para rastrear la genoteca. De entre las bandas que 
daban una señal de hibridación intensa se eligieron los fragmentos Psfl de 2.5 
kb y Skcl de 1.9 kb para un estudio más detallado, que por su tamaño podían 
contener el gen equivalente a argB completo. Estos fragmentos se 
subclonaron en pUC13 y pUC18 respectivamente y dieron lugar a los 
plásmidos pSP1 y pSP7 (figura 12).
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FIGURA 12, Fragmentos solapantes de DNA procedentes del fago XF7 que contienen el gen arg1 de A terreus. La clonación 
de estos insertos en pUC13 y pUC18 dió lugar a los plásmidos pSP1 y pSP7. La flecha indica la región codificante del 
gen arg1.
1.3.2. Secuenciación del gen arg1.
Se secuenciaron los extremos de los insertos contenidos en estos 
plásmidos, y se pudo comprobar que ambos fragmentos presentaban un alto 
grado de identidad de secuencia con el gen argB de A. nidulans. La identidad 
de secuencia, también nos permitió determinar que ninguno de ellos contenía 
el gen de A. terreus completo. Subclonando los fragmentos Sacl-Psfl de 1.4 kb 
y Psfl-EcoRI de 0.9 kb procedentes de los plásmidos pSP7 y pSP1 
respectivamente en pUC18 digerido con Sacl y EcoRI se construyó el plásmido 
pATA1 que contiene el gen completo de la OTCasa de A. terreus (figura 13). 
Siguiendo la nomenclatura del muíante anteriormente descrito, este gen se 
denominó arg1. Para secuenciar el gen completo se siguió la estrategia que se 
muestra en la figura 14.
En total se secuenciaron 1860 pb detectándose una pauta abierta de 
lectura de 1083 nt a partir del ATG de inicio (figura 15). No hay evidencias que 
indiquen la existencia de intrones aunque no puede descartarse la presencia 
de pequeños intrones en fase con la pauta de lectura que no contengan 
codones de terminación de la traducción. La comparación entre la secuencia 
del gen arg1 de A. terreus y la del gen argB de A. nidulans reveló una 
identidad del 76%, indicando que el gen clonado codificaba la OTCasa de A. 
terreus.
Respecto al uso de codones en el gen arg1 de A. terreus como en el gen 
equivalente de A. niger, hay una clara preferencia por el uso de C o G en la 
tercera posición (45% y 32% respectivamente) y se observa un fuerte sesgo en 
contra de A (8%). Este patrón se mantiene en el gen argB de A. nidulans 
aunque no es tan acusado. Esta situación es opuesta a la observada en los 
genes equivalentes de S. cerevisiae y Pachysolen tannophylus donde la 
preferencia es por adenina (31% y 35% respectivamente) y timina (37% y 40% 
respectivamente) (Skrzypek et al., 1990). Conviene recordar que aunque en 
muchos genes de Aspergillus no es evidente un fuerte sesgo en el uso de 
codones, existe preferencia en el uso de C o G en tercera posición, 
especialmente en genes con elevado nivel de expresión o en genes de 
expresión constitutiva (Gurre ta l., 1987).
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FIGURA 13. Mapa de restricción del plásmido pATA1. Los detalles de su 
construcción se describen en el apartado 1.3.2 de esta sección.
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FIGURA 14. Estrategia de secuenciación del gen arg1 de A. terreus. La flecha gruesa representa la región codificante del gen.
1.3.3. Estructura primaria de la OTCasa de A. terreus.
En la figura 15 se muestra la secuencia de aminoácidos de la OTCasa de 
A. terreus deducida a partir de la secuencia de nucleótidos del gen. El tamaño 
molecular estimado para esta proteína es de 39226 Da. Al comparar las 
secuencias de las OTCasas de A. nidulans y A. niger con la de A. terreus se 
vió que que en la zona N-terminal la homología era muy baja, pero a partir del 
aminoácido 30 la similitud era del 84% y 86% con las proteínas de A. niger y A. 
nidulans respectivamente. Aunque la zona N-terminal de la proteína presenta 
baja homología con las OTCasas de A. nidulans y A. niger, todas ellas poseen 
las mismas características. Las OTCasas de A. nidulans y N. crassa se 
localizan en la mitocondria y para la de A. niger, por la estructura de la zona N- 
terminal de la proteína, se propone la misma localización (Buxton et al., 1987). 
Como se indicó en el apartado 1.2.4. de la Introducción, las proteínas fúngicas 
que se localizan en la mitocondria y se codifican en el genoma nuclear 
presentan en su extremo N-terminal unas características de secuencia típicas, 
son ricas en aminoácidos básicos e hidroxilados y carecen de residuos ácidos. 
La región N-terminal de la OTCasa de A. terreus además de presentar estas 
características posee la secuencia Arg-GIn-Tyr-Ser-Ser, idéntica a la 
secuencia de procesamiento del gen oliC de A. nidulans y muy similar a otras 
secuencias de procesamiento encontradas en otras proteínas fúngicas 
localizadas en la mitocondria por lo que también se puede presumir su 
localización mitocondrial (tabla 8). Para la subunidad 9 de la ATP sintasa de N. 
crassa, el sitio de corte se encuentra entre los residuos Ala y Tyr, aunque en la 
OTCasa de A.terreus no se ha demostrado experimentalmente el sitio de corte 
del péptido señal se puede sugerir un procesamiento en esta zona que daría 
lugar a una proteína madura con un tamaño molecular de 36645 Da.
La comparación de las secuencias de la OTCasa de A. terreus con otras 
OTCasas secuenciadas (figura 16) permite identificar algunos residuos 
implicados en la función de estas enzimas. La secuencia KRSTRTR 
comprendida entre los los residuos Lys87 y Arg93 (numeración de A. terreus), 
está conservada en todas las OTCasa analizadas. Asimismo, los cinco últimos 
residuos de esta secuencia están presentes en la ATCasa de E. coli (datos no 
mostrados) y por estudios con análogos del sustrato se ha propuesto que
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SECUENCIA ESPECIE PRODUCTO GÉNICO REFERENCIA
Arg-Ala-T yr-Ser-Ser 
Arg-GIn-Tyr-Ser-Ser 
Arg-Ser-T yr-Ser-Ser 
Arg-Leu-T yr-Ser-Ser 
Arg-Phe-Phe-Ser-Ser 
Arg-GIn-T yr-Ser-Ser
N. crassa 
A. nidulans 
A. nidulans 
A. niger 
P. tannophylus 
A. terreus
sub. 9ATP sintasa 
sub. 9 ATPsintasa 
OTCasa 
OTCasa 
OTCasa 
OTCasa
Viebrock et al., 1982 
Ward y Turner, 1986 
Upshall etal., 1986 
Buxton et al., 1987 
Skrzypek etal., 1990 
Este trabajo.
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CCCCTTATCTCTCCTCÁTC ATG
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CGT
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TGC
Cys
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Ala
TTG
Leu
CGC
Arg
CAG
Gln
AAG
Lys
39
13
ATC
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CCC
Pro
GTC
Val
CAG
Gln
GCC
Ala
GTG
Val
CGC
Arg
CAA
Gln
TAC
Tyr
TCC
Ser
TCG
Ser
TCC
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ACG
Thr
ACC
Thr
CTC
Leu
AAG
Lys
ACC
Thr
ACC
Thr
TCT
Ser
93
31
CCC
Pro
TTC
Phe
GCC
Ala
CCT
Pro
CGT
Arg
CAC
His
CTT
Leu
CTG
Leu
TCC
Ser
ATT
lie
GCC
Ala
GAC
Asp
CTC
Leu
ACG
Thr
CCC
Pro
GAA
Glu
TTC
Phe
147
49
ACC
Thr
ACC
Thr
CTC
Leu
GTC
Val
CGC
Arg
AAT
Asn
GCC
Ala
TCC
Ser
TCG
Ser
CAC
His
AAA
Lys
CAC
His
TCA
Ser
ATC
lie
AAG
Lys
TCC
Ser
GGG
Gly
TCG
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201
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ATC
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CCG
Pro
ACC
Thr
AAC
Asn
CTG
Leu
CAG
Gln
GGC
Gly
TCC
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CTG
Leu
GCT
Ala
GGA
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AAG
Lys
ACG
Thr
GTG
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ATG
Met
ATG
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TTT
Phe
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AGC
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AAA
Lys
CGG
Arg
AGT
Ser
ACC
Thr
CGC
Arg
ACT
Thr
CGG
Arg
ATA
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TCC
Ser
ACC
Thr
GAA
Glu
GGC
Gly
GCT
Ala
ACT
Thr
GTC
Val
CAG
Gln
TTG
Leu
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103
GGC
Gly
GGA
Gly
CAT
His
CCC
Pro
ATG
Met
TTC
Phe
CTC
Leu
GGC
Gly
AAG
Lys
GAC
Asp
GAT
Asp
ATC
lie
CAG
Gln
CTC
Leu
GGA
Gly
GTG
Val
AAT
Asn
GAA
Glu
363
121
TCC
Ser
CTG
Leu
TAC
Tyr
GAC
Asp
ACC
Thr
GCC
Ala
GTG
Val
GTG
Val
GTC
Val
TCG
Ser
TCA
Ser
ATG
Met
GTG
Val
TCC
Ser
GCC
Ala
ATT
lie
GTG
Val
GCC
Ala
417
139
CGC
Arg
GTG
Val
GGC
Gly
AAG
Lys
CAC
His
GCC
Ala
GAA
Glu
GTG
Val
GCC
Ala
GAC
Asp
CTT
Leu
GCA
Ala
AAG
Lys
CAC
His
TCG
Ser
ACC
Thr
GTC
Val
CCC
Pro
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GTC
Val
ATC
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AAT
Asn
GCC
Ala
CTC
Leu
TGT
Cys
GAT
Asp
TCG
Ser
TTC
Phe
CAC
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CCG
Pro
CTC
Leu
CAG
Gln
GCC
Ala
ATT
lie
GCC
Ala
GAT
Asp
TTC
Phe
525
175
CAG
Gln
ACC
Thr
ATC
lie
TAC
Tyr
GAG
Glu
ACC
Thr
TTC
Phe
ACC
Thr
CCC
Pro
AAG
Lys
GCC
Ala
CAT
His
CAT
His
CTG
Leu
TCC
Ser
AGC
Ser
CTG
Leu
GGT
Gly
579
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CTG
Leu
GAG
Glu
GGC
Gly
CTG
Leu
AAG
Lys
ATT
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GCC
Ala
TGG
Trp
GTC
Val
GGC
Gly
GAT
Asp
GCG
Ala
AAC
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AAC
Asn
GTC
Val
TTG
Leu
TTC
Phe
GAC
Asp
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ATG
Met
GCG
Ala
ATC
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Ser
GCT
Ala
GCG
Ala
AAG
Lys
ATG
Met
GGC
Gly
GTC
Val
GAC
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CTG
Leu
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Ala
GTT
Val
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Ala
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Thr
CCC
Pro
AAG
Lys
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TAT
Tyr
GAG
Glu
ATC
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CCG
Pro
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Ala
TCC
Ser
ATG
Met
CGG
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GAG
Glu
CTC
Leu
ATC
lie
CAG
Gln
GAA
Glu
GCC
Ala
GGC
Gly
AAG
Lys
GGC
Gly
741
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GTG
Val
GCC
Ala
AAC
Asn
CCC
Pro
GGA
Gly
AAG
Lys
CTC
Leu
ATC
lie
CAG
Gln
ACC
Thr
AAT
Asn
GTC
Val
CCC
Pro
GAA
Glu
GAG
Glu
GCG
Ala
GTG
Val
AAG
Lys
795
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AAG
Lys
GCC
Ala
GAT
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ATC
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CTG
Leu
GTG
Val
ACT
Thr
GAC
Asp
ACC
Thr
TGG
Trp
GTC
Val
TCG
Ser
ATG
Met
GGC
Gly
CAG
Gln
GAA
Glu
GAG
Glu
GAA
Glu
849
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TCG
Ser
CTC
Leu
AAG
Lys
CGT
Arg
ATG
Met
AAG
Lys
GCC
Ala
TTT
Phe
GAA
Glu
GGC
Gly
TTC
Phe
CAG
Gln
ATC
lie
ACG
Thr
TCG
Ser
GAA
Glu
CTT
Leu
GCC
Ala
903
301
AAG
Lys
CGT
Arg
GGA
Gly
GGA
Gly
GCC
Ala
AAC
Asn
GAG
Glu
AAC
Asn
TGG
Trp
AAA
Lys
TTC
Phe
ATG
Met
CAC
His
TGC
Cys
CTT
Leu
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CGG
Arg
CAC
His
957
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CCG
Pro
GAG
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Glu
GTG
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AGT
Ser
GAT
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GAG
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Tyr
AGT
Ser
AAC
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CGG
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Leu
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TTC
Phe
CCC
Pro
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Glu Ala Glu Asn Arg Leu Trp Ala Ala lie Ser Ala Leu Glu Gly Phe Val Val 355
AAC AAG GGA AAG ATT GCA TG AATGG ATG AAG AT ACCAAGTGAATTCTAGTT AA TC4AA4TGCCTA 1130
Asn Lys Gly Lys lie Ala *** 361
C AA 7>L43TGTTCAGGTTTATGGCTTTTGGTGT AGTGTCTGGGG AAA TA 7XTTTTCTCCGTTCATAGGACAT 12 01
ATCCAGGG ATATTTCACATT CG AGACGCACACT ACAAAAAAAT AGCCTCT CT ATAAT ATCCT AATT ATGCC 12 7 2
TCTAAAATCAAAGGGACCATAACTCCT AATCAAATGATTCGTT ACTGTGCAGAGTCGCAGATCAAACGTGA 13 4 3
GGTGGTGACGATTGATGACGGTGGTGCCCGCATTCACATGCTTGGATGGAGTAACCGACAACCACCTCCAA 1414
GCCCAG 14 2 0
FIGURA 15. Secuencia de nucleótidos del gen arg1 de A. terreus. En la región 5’ del 
gen se encuentran subrayadas las secuencias consenso TGACTC implicadas en 
la regulación de los genes sometidos al control general de aminoácidos. Las 
secuencias CAAT y TATAAA, así como las posibles señales de poliadenilación 
aparecen en itálica. La secuencia de aminoácidos deducida aparece en código de 
tres letras. La presunta secuencia de direccionamiento a la mitocondria se 
encuentra subrayada. Los residuos implicados en la unión del carbamil fosfato 
aparecen en rojo y los implicados en la unión de la omitina en azul. (Número de 
acceso EMBLZ67741)
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A.nidulans MASLRS---- VLKS-QSLRH-TVRSYSS--- QTMPPASPFAPRHFLSI
A. niger MPSPLRTAPQPPLRAFHNPPA-LRRLYSSTSHSAATPATSPFAPRHLLSI
A. terreus MIPTARC--RALRQ-KIPVQ-AVRQYSS--- STTLKTSPFAPRHLLSI
P. tannophylus MINSISNTV LLKS W  SKRFFSSSAKMSSQAK PRHLVSM
S. cerevisiae MSTTASTPS— SL---------------------------- RHLISI
S. pombe M SFKKF PRHLLSI
M. sapiens MLFNLRILLNNA— AFRNGHNFMVRNFRCGQPLQNKVQ--LKGRDLLTL
* *
A. nidulans ADL SP SE FATLVRNAS SHKRAIKSG-SMPQNLQ-GSLLGKTVAMIFSKRS
A. niger ADLTPTEFATLVRNASSHKRAIKSG-SIPQSLH-GALSGKTVAMMFSKRS
A. terreus ADLTPTEFTTLVRNASSHKHSIKSG-SIPTNLQ-GSLAGKTVAMMFSKRS
P. tannophylus LELSIKELESLVNRAAYHKQQIRSGLVNTTQP--- LSGKTVSLIFNKRS
S. cerevisiae KDLSDEEFRILVQRAQHFKNVFKANKTNDFQSNHLKLLGRTIALIFTKRS
S, pombe RDL SRGEIVKLIDRS SE IKQAYKQNFQNRRSV0MSGL S SQNVAMI FSKRS
H. sapiens KNFTGEEIKYMLWLSADLKFRIK---- QKGEYLPLLQGKSLGMIFEKRS
* * * * * * *
A.nidulans TRTRVSTEGAWQMGGHPMFLGKDDIQLGVNESLYDTSWISSMVSCIVA
A. niger TRTRISTEGAWQMGGHPMFLGKDDIQLGVNESLYDTAVWSSMVECIVA
A. terreus TRTRISTEGATVQLGGHPMFLGKDDIQLGVNESLYDTAVWSSMVSAIVA
P. tannophylus TRTRVSSEGAAAYLGGCPMFLGKDDIQLGVNESLHDTTKIISSMTSSIFA
S. cerevisiae TRTRISTEGAATFFGAQPMFLGKEDIQLGVNESFYDTTKWSSMVSCIFA
S. pombe TRTRVSVESAVSCLGGNAMFLGKDDIQLGVNESLYDTSKVISSMVSGIVA
H. sapiens TRTRLSTETGLALLGGHPCFLTTQDIHLGVNESLTDTARVLSSMADAVLA
***»f * * * *# ** ****** ** *** *
A.nidulans RVGKHAEVADLAKHSSVPVINALCDSFHPLQAVADFQTIYEAFTPKAH-H
A. niger RVGKHADVADLAKHSTKPVINALCDSYHPLQAIADFQTISEHFAASGKGK
A. terreus RVGKHAEVADLAKHSTVPVINALCDSFHPLQAIADFQTIYETFTPKAH-H
P. tannophylus RVNKHSDIQEMCKYSSVPIINALCDTFHPL0AITDILTIKESF--- GNT
S. cerevisiae RVNKHEDILAFCKDSSVPIINSLCDKFHPL0AICDLLTIIENFNISLDEV
S. pombe RVNKYSDVATLAKHASCPVINGLCDTFHPLQALADLLTIKETFKS----
H. sapiens RVYK0SDLDTLAREASIPIINGLSDLYHPI0ILADYLT10EHYSS 
** * * * ** * * ** * * * *
A. nidulans L S SLGLEGLKIAWVGDANNVL FDMAIAATKMGVDIAVATPKGYEIPPHML
A. niger LEGLGLNGLKIAWVGDANNVLFDMAISARKMGVDVAVATPKGYEIPKEML
A. terreus L S SLGLEGLKIAWVGDANNVL FDMAISAAKMGVDLAVATPKGYEIPASMR
P. tannophylus TKG LKLAWIGDVNNVINDLCIAALKSGIDVSIAVPSGLKFEELIL
S. cerevisiae NKGIN-SKLKMAWIGDANNVINDMCIACLKFGISVSISTPPGIEMDSDIV
S. pombe FDGLKVAWVGDANNVLHDLMIANAKVGIHTSVAKPKDVNVRDDIL
H. sapiens ---- L KGL TL S WIGDGNNIL HSIMMS AAK FGMHL Q AATP KG YE P D AS VT
* * * * * *  ** *
A.nidulans ELIKSAGEGVSKPGKLLQTNIPEEAVKDADILVTDTWVSMGQEEEKAQRL
A. niger EIIEKAGEGVKSPGKLV0TNVPEEAVKGADVLVTDTWVSMGQEEEAAKRL
A. terreus ELI0EAGKGVANPGKLIQTNVPEEAVKKADILVTDTWVSMGQEEESLKRM
P. tannophylus SGAKEISAENGTTLKITNDPL— EAINGANVIVTETWISMG0EDERL0KL
S. cerevisiae DEAKKVAERNGATFELTHDSL— KASTNANILVTDTFVSMGEEFAKQAKL
S. pombe SIVNEAANENGSTFEIVND— PKVAVKNADIWTDTWISMGQEAEKE0RL
H. sapiens KLAE0YAKENGT— KLLLTNDPLEAAHGGNVLITDTWISMGQEEEKKKRL
* *** ****
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A. nic/ulans 
A. niger 
A. terreus 
P. tannophylus 
S. cerevisiae 
S. pombe 
H. sapiens
KEFDGFQITAELAKRGGAKEGWKFMHCLPRHPEEVSDEVFYSN-RSLVFP 
RDFAGFQITSELAKRGGAKEGWRFMHCLPRHPEEVADEVFYGH-RSLVFP 
KAFEGFQITSELAKRGGANENWKFMHCLPRHPEEVSDEVFYSN-RSLVFP 
KQFEGFQITKEMISKGKAAENWKFMHC1PRHPEEVHDEVFYDEERSLVFE 
KQFKGFQINQELVSVADP— NYKFMHCLPRHQEEVSDDVFYGE-HSIVFE 
KQFTGFQVTGEIMKL— AKP SCKFMHCLPRHPEE VSDE VFYGE -NSL VFQ 
OAFQGYQVTMKTAKVAA—  SDWTFLHCLPRKPEEVDDEVFYSP-RSLVFP
A. nidulans 
A. niger 
A. terreus 
P. tannophylus 
S. cerevisiae 
S.pombe 
H. sapiens
EAENRLWAAISALEGFWNKGKI---- E
EAENRLWAAIS ALEGFWNKGKI  E
EAENRLWAAISALEGFWNKGKI---- A
EGENRLYAAIAVLEGFWNKGK---- LL
EAENRLYAAMSAIDIFVNNKGNF— KDLK
EAENRKWTTVAVLEALLVNRGEILPPASA
EAENRKWTIMAVMVSLLTDYSPQLQKPKF 
*  *  *  *
FIGURA 16. Alineamiento de la secuencia de la OTCasa de A. terreus con otras 
OTCasas de distintos orígenes. En rojo se destacan los residuos implicados en 
la unión del carbamil fosfato y en azul los implicados en la unión de la ornitina. 
Los residuos idénticos se señalan con un asterisco (*), los cambios 
conservativos con un punto (.). (H. sapiens: Homo sapiens, S. pombe: 
Schizosaccharomyces pombe).
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están implicados en la unión del carbamil fosfato (Houghton et al., 1984). Esta 
región incluye un residuo de Arg, la Arg9i en A. terreus que en otras OTCasas 
se ha propuesto como el sitio de unión del grupo fosforilo del carbamil fosfato 
(Kraus et al., 1985). En la zona C-terminal de la proteína se encuentra 
conservada la secuencia HCLPR comprendida entre los residuos His3is y 
Arg3i9 que incluye los residuos Cys3i5 que probablemente forma parte del sitio 
de unión de la ornitina y Leu3ie para el que se propone la unión con el grupo ot- 
carboxilo de la ornitina (Kraus, et al., 1985; Huygen etal., 1987).
1.3.4. Expresión del gen argl de A. terreus en A. nidulans.
Para comprobar la funcionalidad biológica del gen clonado, el plásmido 
pATA1 se utilizó para transformar protoplastos de la cepa V001 de A. nidulans. 
Como control se utilizaron protoplastos sin tratar con el plásmido. La selección 
se llevó a cabo en medio MMA sin arginina. Sólo en las placas 
correspondientes a los protoplastos tratados con pATA1 se obtuvieron colonias 
con una frecuencia de 60 transformantes por pg de plásmido (5 x 10'5 
transformantes por pg de DNA y protoplasto viable), indicando que el producto 
del gen argl de A. terreus es funcional en A. nidulans.
1.3.5. Estudios previos sobre la regulación del gen argl.
En la región 5’ no codificante del gen aparecen varias secuencias 
descritas como relevantes en la expresión de genes de hongos filamentosos. A 
partir del nucleótido -124 se encuentra la secuencia CAAT que en genes de 
hongos filamentosos, cuando está presente, se localiza entre -60 y -120 pb del 
inicio de transcripción. En posición -100 se encuentra la secuencia TATAAA 
que suele situarse entre -30 y -60 del lugar de inicio de la transcripción en la 
mayoría de los genes de eucariotas. En posición -3 se encuentra una A que es 
la base óptima para el reconocimiento del sitio de inicio de la traducción por el 
ribosoma. En la región 3’ no codificante del gen se encuentran las secuencias 
AATCAAAA, AATAA y AATATA (posiciones +1117, +1132 y +1175 
respectivamente) que son similares a la secuencia consenso AATAAA 
encontrada cerca del sitio de poliadenilación de muchos genes eucariotas
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(Gurr et al., 1987). También en la zona 5’ no codificante se encuentra repetida 
tres veces la secuencia TGACTC (posiciones -134, -145 y -170). Como se 
indicó en el apartado 1.2.4. de la Introducción, esta secuencia está implicada 
en la regulación de los genes de la biosíntesis de aminoácidos sometidos al 
control general.
Para estudiar si la expresión del gen argl de A. terreus está controlada 
por este sistema general se aisló RNA de la cepa silvestre de A. terreus 
crecida en distintas condiciones de suficiencia de arginina y limitación de 
histidina. Esta última se consiguió añadiendo al medio de cultivo 3-amino- 
1,2,4-triazol (3AT) que inhibe una enzima implicada en la síntesis de histidina, 
la imidazol glicerol-fosfato deshidratasa, dando lugar a una disminución de la 
concentración de histidina en la célula. En estos cultivos el micelio crecido 
durante 20 h en medio MMA con arginina 2mM se separó del medio de cultivo 
y se lavó con agua destilada estéril. Se transfirió 1 g de micelio escurrido con 
la ayuda de una espátula a matraces que contenían 30 mi de medio MMA, o 
medio MMA suplementado con ornitina 2mM, citrulina 2mM, arginina 2mM, 3AT 
6mM y 3AT 6mM con arginina 2mM. Los matraces se incubaron durante 1 , 2 , 3  
y 4 h, se recogió el micelio y se extrajo el RNA de las distintas muestras tal 
como se describe en el apartado 13 de Materiales y Métodos. Se hizo un 
análisis northern de estos RNAs utilizando como sonda el fragmento interno 
del gen argl de 0.45 kb Sal\-Pst\ del plásmido pATA1 (ver figura 13). Se 
observó una banda de hibridación que correspondía a un transcrito de un 
tamaño aproximado de 1.5 kb, similar al descrito para los mRNAs de las 
OTCasas de A. nidulans y N. crassa (Berse et al., 1983; Flint y Wilkening, 
1986). La transcripción del gen argl fué muy débil en las muestras 
correspondientes a los medios MMA y MMA suplementado con arginina, 
ornitina o citrulina (figura 17), indicando que en medio MMA hay un nivel basal 
de expresión del gen que codifica para la OTCasa y que la presencia de 
arginina 2 mM en el medio de cultivo, o de alguno de sus precursores en la 
ruta de biosíntesis, no hace que la transcripción del gen disminuya por debajo
i
del valor mínimo requerido para el crecimiento del hongo. En las carreras 
correspondientes a medio MMA suplementado con 3AT y 3AT más arginina, 
aparece una señal del mismo tamaño pero mucho más intensa, indicando que
91
el nivel de mRNA de la OTCasa ha aumentado como consecuencia de la 
limitación de histidina en el medio de cultivo y que la adición de arginina no 
suprime el efecto del 3AT. Esta es la situación esperada para una regulación 
de tipo general en la cual la limitación de un aminoácido concreto hace que 
aumenten los niveles de transcripción de genes implicados en la biosíntesis de 
otros aminoácidos. La transcripción del gen argl tiene la misma intensidad en 
todos los tiempos estudiados indicando que la respuesta al ayuno de histidina 
causada por 3AT es muy rápida.
Se realizó un experimento similar al anterior para estudiar el efecto de la 
presencia en el medio de cultivo de distintos aminoácidos. Para ello el micelio 
crecido en las mismas condiciones que en el caso anterior se transfirió a 
matraces que contenían medio MMA, y medio MMA suplementado con arginina 
2mM, con 3AT 6mM, o con arginina, histidina, leucina o triptófano a 
concentraciones 2mM y 20mM en combinación con 3AT 6mM. El micelio se 
recogió 4 h después de la transferencia y se obtuvo su RNA. El análisis 
northern de estas muestras (figura 18) mostró que cuando el medio además de 
3AT contenía histidina 2 o 20 mM el nivel de transcripción del mRNA bajaba 
drásticamente, alcanzando niveles similares a los obtenidos en condiciones de 
represión. La adición de arginina, leucina y triptófano a concentraciones 2 y 20 
mM no suprimió el efecto del 3AT sobre el nivel de transcripción del gen argl. 
Esta situación es la misma que se da en A. nidulans y N. crassa en los cuales 
la presencia de 3AT conlleva un aumento en la actividad OTCasa que sólo 
disminuye cuando al medio se añade histidina. La adición al medio de cultivo 
de arginina, incluso a concentración 50 mM es incapaz de suprimir el efecto 
del 3AT (Piotrowska, 1980). Esta es otra característica de este sistema de 
regulación, la desrepresión causada por la limitación de un aminoácido no se 
elimina al aumentar las concentraciones de otros aminoácidos (Flint y Kemp, 
1981).
Para comprobar si este sistema de regulación también operaba en el 
muíante de A. terreus argl se realizó un experimento similar en el cual el 
micelio crecido en medio MMA suplementado con arginina 2 mM fue 
transferido al mismo medio con 3AT 6 mM y a medio MMA con arginina 20 mM
92
ECD
<
<
1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4  1 2 3 4
*  * t t
FIGURA 17. Estudio de la regulación transcripcional del gen arg l de A 
terreus. Análisis northern de 25 pg de RNA total obtenido de micelio 
crecido en medio MMA con arginina 2mM y transferido a los medios que 
se indican en la figura. Los números indican las horas transcurridas 
desde el reemplazamiento. Se utilizó como sonda el fragmento interno del 
gen arg l Pst\-Sal\ de 0.45 kb del plásmido pATA1. En la parte inferior se 
muestra el control de carga de RNA con la sonda del gen benA
arg l
benA
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FIGURA 18. Análisis northern de10 pg de RNA obtenido de micelio crecido en 
medio MMA más arginina 2mM y transferido a los medios indicados en la 
figura Como sonda se utilizó el fragmento interno del gen 
de 0.45 kb procedente del plásmido pATA1 En la parte inferior se 
muestra el control de carga de RNA con la sonda del gen benA
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y 3AT 6mM El nivel de mRNA del gen arg l detectado en la cepa muíante fue 
similar al obtenido en la cepa silvestre crecida en las mismas condiciones 
indicando que probablemente la mutagénesis no afectó a las secuencias 
reguladoras presentes en el promotor y que el sistema de regulación general 
de la biosíntesis de aminoácidos opera en este mutante (figura 19). No 
obstante, la regulación en este mutante debe estudiarse con mayor 
profundidad, ya que son muchos los factores que intervienen en la regulación 
de la expresión de los genes implicados en la biosíntesis de aminoácidos y 
alguno de ellos podría haber sido afectado
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FIGURA 19 Regulación transcripcional del gen arg l en la cepa de A terreus 
arg l Análisis northem de 10 pg de RNA obtenido a partir de micelio 
crecido en medio MMA con arg 2mM y transferido a los medios indicados 
en la figura Se utilizaron las mismas sondas descritas en la figura 18
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Los resultados obtenidos del estudio de la regulación transcripcional, 
junto con la presencia en el promotor del gen arg1 de tres secuencias 
TGACTC parecen indicar que la regulación del gen arg1 de A. terreus, al igual 
que en los genes homólogos de A. nidulans y N. crassa, está sometida al 
sistema de control general.
1.4. SISTEMA DE TRANSFORMACIÓN POR COMPLEMENTACIÓN 
HOMOLOGA DEL MUTANTE EN OTCasa DE A. terreus.
Se obtuvieron protoplastos de la cepa arg1 de A. terreus y se 
transformaron con el plásmido pATA1. Como control se usaron protoplastos a 
los que no se trató con el plásmido. Se llevó a cabo la selección de 
transformantes en medio MMA sin arginina, detectándose colonias sólo en las 
placas procedentes de protoplastos que habían sido tratados con pATA1. 
Estas colonias crecieron vigorosamente y aparecieron con una frecuencia de 
50 transformantes por pg de plásmido (1 x 10'5 transformantes por pg de DNA 
y protoplasto viable). Este resultado es similar a los obtenidos en la 
transformación de A. terreus arg1 con el gen argB de A. nidulans y en la 
transformación de A. nidulans V001 con el gen arg1 de A. terreus. Un método 
similar a este fue desarrollado por Buxton y colaboradores (1987) que 
utilizando el gen argB de A. niger para complementar un mutante de A. niger 
deficiente en OTCasa, tampoco consiguieron aumentar la frecuencia de 
transformación respecto a la obtenida cuando utilizaron el gen argB de A. 
nidulans, concluyendo que la expresión de los dos genes debía ser la misma 
en ambas especies.
No se puede descartar que pATA1 carezca de algunas señales 
reguladoras necesarias para su funcionamiento, en particular aquellas 
correspondientes al terminador. En ese sentido, un análisis molecular 
preliminar de cinco transformantes indicó que todos ellos presentaban una 
integración tipo III sugiriendo la necesidad de integración en el locus arg1 para 
la funcionalidad del DNA transformante. Aunque en algunos sistemas se han 
encontrado elevados porcentajes de conversión génica (Upshall, 1986; de
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Ruiter-Jacobs et al., 1989; Gouka et al., 1991) esta situación no es habitual en 
hongos filamentosos por lo que en la actualidad se está procediendo a un 
análisis molecular más detallado.
Los métodos descritos en este apartado han permitido desarrollar dos 
sistemas de transformación con baja eficacia para A. terreus. En ambos casos 
la transformación es integrativa con una frecuencia similar a la descrita en 
otros sistemas fúngicos. Durante la redacción de este trabajo, otro grupo ha 
presentado una comunicación a un congreso describiendo el desarrollo de un 
sistema de transformación para A. terreus basado en la complementación de 
un mutante en el gen de la nitrato reductasa con el alelo silvestre del gen 
equivalente de A. niger (Ferraz et al., 1996). Dicho sistema también da lugar a 
transformación integrativa pero con una frecuencia inferior (0.5 transformantes 
por fig de DNA) a la obtenida con los sistemas aquí presentados.
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2. CLONACIÓN Y CARACTERIZACIÓN DEL GEN glal DE 
Aspergillus terreus.
Como se comentó en el apartado 2.2. de la Introducción Itoh y 
colaboradores (1987) comparando las secuencias de las glucoamilasas de 
algunos hongos y levaduras, encontraron regiones muy conservadas. Este 
hecho permite pensar en la utilización de un fragmento de un gen de 
glucoamilasa para detectar la presencia de genes homólogos en otros 
organismos del mismo género. Esta estrategia ha sido utilizada con éxito por 
nuestro grupo en la clonación de otros genes fúngicos que codifican enzimas 
extracelulares (González et al., 1992; MacCabe et al, 1996; Pérez-González et 
al., 1996).
2.1. CLONACIÓN Y SECUENCIACIÓN DE UN GEN DE A. terreus 
HOMÓLOGO AL GEN glaA DE A. niger.
Por experimentos previos conocíamos la capacidad glucoamilolítica de la 
cepa A. terreus CECT 2663 por lo que se decidió localizar el gen que la 
codificaba utilizando como sonda un fragmento del gen glaA que codifica la 
glucoamilasa de A. niger.
2.1.1. Clonación del gen glal de A . terreus.
Tomando como base la secuencia del gen glaA de A. niger (Boel et al., 
1984b), se sintetizaron dos oligonucleótidos denominados GLA-1 y GLA-5 (ver 
tabla 5), que delimitan un fragmento de 1.7 kb en la zona codificante del gen. 
Utilizando como molde DNA genómico de A. niger y estos oligonucleótidos se 
llevó a cabo la amplificación de este fragmento mediante PCR. Como control 
se realizaron reacciones que contenían solamente uno de los dos 
oligonucleótidos. El fragmento amplificado en la primera reacción fue del 
tamaño esperado por lo que se recuperó de un gel de agarosa de bajo punto 
de fusión, y se ligó al plásmido pCRIOOO dando lugar al plásmido 
pCR1000An2. Para confirmar que el fragmento clonado correspondía al gen
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FIGURA 20. Análisis por el método de Southern de 10 pg de DNA genómico 
de A niger y A terreus digerido con varias endonucleasas de restricción 
Se usó como sonda el fragmento EcoRI-H/nc/lll de 1 7 kb de pCR1000An2 
que contiene el gen glaA de A niger Los marcadores de peso molecular 
aparecen en kb a la izquierda de la figura
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glaA de A. niger se secuenciaron los extremos del inserto y se comprobó que 
la secuencia obtenida coincidía con la publicada por Boel y colaboradores 
(1984b). El fragmento EcoRI-H/nc/lll de pCR1000An2 que contiene el inserto 
de 1.7 kb del gen glaA se utilizó como sonda en un experimento de hibridación 
heteróloga frente a muestras de DNA genómico de A. niger y A. terreus 
digeridas con BamR\, EcoR\ y Hind\\\. El resultado de este experimento se 
muestra en la figura 20 en la que se pueden observar fuertes señales de 
hibridación en las muestras correspondientes al DNA de A. niger y señales 
muy tenues en las muestras de A. terreus, indicando qué, si bien el grado de 
homología entre las glucoamilasas de estas especies no es muy elevado, es 
suficiente para llevar a cabo la clonación por hibridación heteróloga.
Con el fin de localizar el gen de A. terreus que codifica para la 
glucoamilasa se rastrearon 4000 calvas de la genoteca de A. terreus descrita 
en el apartado 16 de Materiales y Métodos La hibridación se realizó en las 
mismas condiciones descritas anteriormente, detectándose 13 señales de 
hibridación positivas. En una segunda ronda de hibridación, solamente dos de 
ellas se confirmaron como positivas, denominándose los fagos de estas calvas 
A.G1.1 y XG3.1.
Se aisló DNA de estos fagos y se digirió con fíamHI, comprobándose que 
los insertos que contenían eran distintos. Para un estudio más detallado se 
eligió el fago A.G1.1, dado que dos fragmentos de restricción BamH\ de 
tamaños 1.1 kb y 3.5 kb coincidían con dos señales de hibridación de la 
digestión BamH\ del Southern genómico (figura 20). La digestión fíamHI de 
\G '\A  se transfirió a una membrana de nailon y se hibridó con la misma sonda. 
En la autoradiografía, además de las señales esperadas en los tamaños 
correspondientes a 1.1 kb y 3.5 kb, se iluminó una banda de 0.5 kb. El 
fragmento fíamHI de 1.1 kb procedente del fago XG'\.‘\ se recuperó de un gel 
de agarosa de bajo punto de fusión y se clonó en el plásmido pUC18 digerido 
con BamH\ y desfosforilado dando lugar al plásmido pATGLA10.2. Los 
extremos del inserto presente en este plásmido se secuenciaron, permitiendo 
comprobar que el fragmento clonado tenía un alto grado de identidad de 
secuencia con una región interna del gen glaA de A. niger.
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El DNA del fago XG1.1 se digirió con varias enzimas de restricción para 
localizar dentro del inserto de 15 kb las secuencias homologas al gen glaA de 
A. niger. Cinco pg de DNA del fago se digirieron con los enzimas EcoRI, 
Hind\\\, Pst\ y las combinaciones BamH\-Hind\\\, EcoR\-Hind\\\ y EcoRI-Psfl. 
Los DNAs digeridos se hibridaron en condiciones heterólogas con el fragmento 
de 1.7 kb de la glucoamilasa de A. niger. En la carrera correspondiente a la 
digestión EcoRI-H/ndlII apareció una sola señal de hibridación con un tamaño 
de 2.8 kb que posiblemente contenía el gen completo de la glucoamilasa de A. 
terreus. Este fragmento se clonó en el plásmido pBluescriptlISK* dando lugar 
al plásmido pATGLAI (figura 21).
2.1.2. Secuenciación del gen glal.
Siguiendo la estrategia de secuenciación que se muestra en la figura 22, 
se determinó la secuencia completa de nucleótidos de las dos hebras del 
fragmento EcoRI-H//7dlll de 2.8 kb (figura 23). Esta secuencia presentaba una 
pauta de lectura abierta de 2132 nt interrumpida por cuatro intrones de 52, 55, 
59 y 55 pb cuya posición se dedujo por comparación con la secuencia del gen 
de A. niger y posteriormente se confirmó secuenciando los fragmentos 
correspondientes del cDNA. Para ello, se obtuvo RNA de micelio de A. terreus 
crecido durante 12 horas en MM con almidón (ver apartado 2.1.4.), a partir del 
cual se purificó el mRNA con una columna de oligo(dT)-celulosa. Usando como 
molde este mRNA se sintetizó la primera hebra de cDNA tal como se describe 
en el apartado 20 de Materiales y Métodos. Este cDNA se utilizó como molde 
en reacciones de PCR para amplificar los fragmentos que nos permitieran 
confirmar la posición de los intrones. Utilizando los oligonucleótidos GLA7 y 
GLA9 (ver tabla 5) como cebadores se amplificó un fragmento de 1090 pb. El 
fragmento amplificado fue clonado en el plásmido pT7Blue dando lugar al 
plásmido pATGLAC2. La secuenciación de este plásmido y de un subclón al 
que se le eliminó un fragmento BamHI de 660 pb, denominado pATGLAC3, 
confirmaron la eliminación de los intrones en las posiciones propuestas por 
homología con la secuencia del gen glaA de A. niger. Como se ha visto en el 
apartado 2.2 de la Introducción en el gen glaA de A. niger existe un quinto 
intrón cuyo procesamiento diferencial da lugar a dos mensajeros. Para
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FIGURA 21. Mapa de restricción del plásmido pATGLAI. Los detalles de su 
construcción se describen en el apartado 2.1.1 de esta sección.
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FIGURA 22. Estrategia de secuenciación del gen g la l de A. terreus. La flecha gruesa representa la región 
codificante del gen. Los intrones se representan como rectángulos blancos. Las flechas sobre la 
región codificante del gen representan los oligonucleótidos utilizados para confirmar la posición de los 
intrones.
comprobar si en el gen de la glucoamilasa de A. terreus existía un quinto intrón 
similar al de A. niger se secuenciaron 300 pb del inserto presente en un 
plásmido que contiene 0.9 kb del extremo 3’ del cDNA del gen. Este fragmento 
se amplificó utilizando como molde la primera hebra del cDNA del gen glal y 
como cebadores los oligonucleótidos GLA10 y EGLB. El producto obtenido 
digerido con Sacl y Pstl se clonó en pUC18. En la secuenciación de este 
inserto se utilizó como cebador el oligonucleótido GLASEC. La secuencia 
obtenida confirmó la ausencia de un quinto intrón en A. terreus en la misma 
posición que en A. niger.
Como ocurre en otras glucoamilasas secuenciadas del género Aspergillus 
la posición de los intrones del gen de A. terreus está conservada con respecto 
a la de los cuatro primeros intrones del gen glal de A. niger. Los cuatro 
intrones del gen de A. terreus presentan las características típicas de los 
intrones fúngicos, en las uniones intrón-exón se sigue la regla general GT-AG 
y las secuencias internas necesarias para el procesamiento del intrón también 
se ajustan a la secuencia consenso descrita (Unkles, 1992). El grado de 
identidad de esta secuencia con la secuencia del gen glaA de A. niger es del 
69 %. Por ello, al gen de A. terreus clonado se le denominó glal.
En cuanto al uso de codones existe una clara preferencia en el uso de C 
en tercera posición (40%) y un sesgo en contra de A (10%). Una situación 
similar se presenta en el resto de genes de especies del género Aspergillus 
que codifican glucoamilasas.
2.1.3. Estructura primaría de la glucoamilasa de A. terreus.
En la figura 23 se muestra la secuencia de aminoácidos de la proteína 
GLA1 de A. terreus deducida a partir de la secuencia de nucleótidos. El 
tamaño molecular de esta proteína es 67789 Da. La similitud entre GLA1 y la 
proteína GLAA de A. niger es del 86%. La comparación de esta secuencia con 
la de otras glucoamilasas fúngicas (figura 24) sugiere la existencia de un 
péptido señal de 28 aa que rinde una proteína madura de tamaño molecular 
65000 Da. Este tamaño está en concordancia con el tamaño de 70000 
propuesto por Ghosh y colaboradores (1991b), pero es menor que 86000, el 
tamaño determinado por Ali y colaboradores (1990). Esta diferencia de
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FIGURA 23. Secuencia de nucleótidos del gen glal de A. terreus. Los intrones 
aparecen en minúsculas. Las presuntas secuencias CAAT, TATAAAA y 
de unión de CreA, así como los finales de transcripción se destacan en 
itálica y negrita. La secuencia de aminoácidos deducida aparece en 
código de tres letras. El presunto péptido señal aparece subrayado y los 
sitios posibles de N-glicosilación se indican en negrita. (Número de 
acceso EMBL L15383).
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CAA
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TTG
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GCC
Ala
.CCC
Pro
AGA
Ara
GCG
Ala
ACA
Thr
ACC AGT CTGGAT GCATGGTTG GCATCGGAGACGACC GTT GCGCTGGAT GGGATC 141
Thr Ser Leu Asp Ala Trp Leu Ala Ser Glu Thr Thr Val Ala Leu Asp Gly He 47
CTT GACAAC GTGGGT TCT AGT GGAGCCTAC GCTAAA AGT GCGAAGTCC GGT ATC 195
Leu Asp Asn Val Gly Ser Ser Gly Ala Tyr Ala Lys Ser Ala Lys Ser Gly lie 65
GTGATT GCCAGT CCAAGCACC AGC GAT CCA GACTgtaagtacatgtagtgccaattgtgt 255
Val lie Ala Ser Pro Ser Thr Ser Asp Pro Asp T 76
tattgagctaataaacatcataccag AC TAC TAC ACGTGGACT CGT GAT GCT GCGTTG 313
yr Tyr Tyr Thr Trp Thr Arg Asp Ala Ala Leu 87
ACC GTCAAG GCC CTGATC GAT CTGTTC CGCAAT GGCGAGACAAGC CTT CAGACC 367
Thr Val Lys Ala Leu lie Asp Leu Phe Arg Asn Gly Glu Thr Ser Leu Gln Thr 105
GTGATC ATG GAGTAC ATT AGC TCT CAGGCGTAC CTC CAGACC GTA TCC AAC CCT 421
Val lie Met Glu Tyr lie Ser Ser Gln Ala Tyr Leu Gln Thr Val Ser Asn Pro 123
TCA GGGTCC TTG TCC ACC GGT GGT CTGGCAGAA CCAAAA TAT TAT GTC GAT GAG 475
Ser Gly Ser Leu Ser Thr Gly Gly Leu Ala Glu Pro Lys Tyr Tyr Val Asp Glu 141
ACT GCCTAC ACGGGTAGC TGGGGACGT CCC CAGCGGGAT GGT CCT GCC CTGAGA 529
Thr Ala Tyr Thr Gly Ser Trp Gly Arg Pro Gln Arg Asp Gly Pro Ala Leu Arg 159
GCGACGGCGATGATC GACTTT GGTAAC TGGCTCATT gtacgtctggacagggatccaat 588
Ala Thr Ala Met lie Asp Phe Gly Asn Trp Leu lie 171
cctgcaggatgatcaaactaatgcaggcacagGAC AAC GGATAT TCAACC TAC GCCTCT AGC 650
Asp Asn Gly Tyr Ser Thr Tyr Ala Ser Ser 181
ATT GTGTGGCCGATC GTC CGCAAC GAT CTGTCGTAC GTT GCC CAATAT TGGAAC 704
He Val Trp Pro lie Val Arg Asn Asp Leu Ser Tyr Val Ala Gln Tyr Trp Asn 199
CAGACC GGATAT Ggtcagtgcattccccaagacccccagacttgaaccctagctaatgctctgaatg 771
Gln Thr Gly Tyr A 203
aacagAC CTC TGGGAA GAAGTGAAC GGATCC TCC TTC TTC ACGATT GCCGTG CAG 826
sp Leu Trp Glu Glu Val Asn Gly Ser Ser Phe Phe Thr lie Ala Val Gln 220
CAC CGGGCT CTGGTGGAAGGCAGCACC TTC GCCTCCAAA GTT GGT GCCTCG TGC 880
His Arg Ala Leu Val Glu Gly Ser Thr Phe Ala Ser Lys Val Gly Ala Ser Cys 238
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TGG
Trp
TGC
Cys
GAC
Asp
TCG
Ser
CAG
Gln
GCG
Ala
CCG
Pro
CAG
Gln
GTG
Val
CTT
Leu
TGC
Cys
TTC
Phe
CTG
Leu
CAG
Gln
CGC
Arg
TTC
Phe
TGG
Trp
934
256
ACA
Thr
GGC
Gly
TCG
Ser
TAC
Tyr
ATC
lie
ATG
Met
GCC
Ala
AAC
Asn
TTT
Phe
GGC
Gly
GGC
Gly
GGG
Gly
CGA
Arg
TCG
Ser
GGC
Gly
AAA
Lys
GAC
Asp
GCC
Ala
988
274
AAC
Asn
ACC
Thr
GTC
Val
CTG
Leu
GGA
Gly
AGC
Ser
ATC
lie
CAT
His
ACC
Thr
TTC
Phe
GAC
Asp
CCG
Pro
AAT
Asn
GCC
Ala
jGT
Gly
TGC
Cys
GAC
Asp
GAT
Asp
1042
292
ACC
Thr
ACG
Thr
TTC
Phe
CAG
Gln
CCA
Pro
TGC
Cys
TCT
Ser
CCT
Pro
CGA
Arg
GCA
Ala
CTG
Leu
GCC
Ala
AAC
Asn
CAC
His
AAG
Lys
GTC
Val
TAC
Tyr
ACT
Thr
1096
310
GAT
Asp
TCG
Ser
TTC
Phe
CGT
Arg
TCT
Ser
ATC
lie
TAC
Tyr
TCT
Ser
ATC
lie
AAC
Asn
TCG
Ser
GGA
Gly
ATT
lie
AGC
Ser
TCA
Ser
GGC
Gly
AAG
Lys
GCT
Ala
1150
328
GTT
Val
GCC
Ala
GTG
Val
GGT
Gly
CGC
Arg
TAC
Tyr
CCT
Pro
GAG
Glu
GAC
Asp
TCT
Ser
TAC
Tyr
TAC
Tyr
AAT
Asn
GGA
Gly
AAC
Asn
CCG
Pro
TGG
Trp
TTC
Phe
1204
346
CTT
Leu
ACC
Thr
ACG
Thr
TTG
Leu
GCT
Ala
GCC
Ala
GCA
Ala
GAG
Glu
CAG
Gln
TTG
Leu
TAC
Tyr
GAT
Asp
GCC
Ala
ATT
lie
TAC
Tyr
CAG
Gln
TGG
Trp
CAG
Gln
1258
364
AAG
Lys
ATT
lie
GGG
Gly
TCT
Ser
ATT
lie
ACC
Thr
ATC
lie
ACG
Thr
GAC
Asp
GTC
Val
TCG
Ser
CTG
Leu
GCC
Ala
TTC
Phe
TTC
Phe
AAG
Lys
GAT
Asp
CTT
Leu
1312
382
TAC
Tyr
AGT
Ser
TCT
Ser
GCG
Ala
GCC
Ala
GTT
Val
GGA
Gly
ACG
Thr
TAC
Tyr
GCC
Ala
TCT
Ser
TCG
Ser
AGC
Ser
TCG
Ser
GCC
Ala
TTC
Phe
ACC
Thr
TCT
Ser
1366
400
ATC
lie
GTG
Val
AGC
Ser
GCC
Ala
GTG
Val
AAG
Lys
ACG
Thr
TAC
Tyr
GCT
Ala
GAT
Asp
GGA
Gly
TAT
Tyr
ATG
Met
AGT
Ser
ATT
lie
GTGgtatgttc
Val
1422
416
ctgctaccgacgttattgaaatgccagatgctaaatggctactatag CAA
Gln
ACA
Thr
CAC
His
GCG
Ala
ATG
Met
ACG
Thr
1487
422
AAT
Asn
GGC
Gly
TCT
Ser
CTC
Leu
TCT
Ser
GAG
Glu
CAG
Gln
TTC
Phe
GGC
Gly
AAG
Lys
TCC
Ser
GAC
Asp
GGC
Gly
TTC
Phe
TCG
Ser
CTG
Leu
TCC
Ser
GCC
Ala
1541
440
CGC
Arg
GAT
Asp
CTC
Leu
ACC
Thr
TGG
Trp
TCG
Ser
TAT
Tyr
GCA
Ala
GCC
Ala
CTC
Leu
CTC
Leu
ACA
Thr
GCC
Ala
AAC
Asn
CTG
Leu
AGA
Arg
AGA
Arg
AAC
Asn
1595
458
TCG
Ser
GTT
Val
GTT
Val
CCC
Pro
CCA
Pro
TCC
Ser
TGG
Trp
GGC
Gly
GAG
Glu
ACG
Thr
ACC
Thr
GCA
Ala
ACC
Thr
AGC
Ser
GTG
Val
CCC
Pro
TCC
Ser
GTC
Val
1649
476
TGC
Cys
TCA
Ser
GCT
Ala
ACC
Thr
TCT
Ser
GCC
Ala
ACC
Thr
GGC
Gly
ACC
Thr
TAC
Tyr
AGT
Ser
ACC
Thr
GCC
Ala
ACG
Thr
AAC
Asn
ACC
Thr
GCG
Ala
TGG
Trp
1703
494
CCC
Pro
AGC
Ser
ACT
Thr
CTG
Leu
ACC
Thr
AGC
Ser
GGG
Gly
ACT
Thr
GGT
Gly
GCT
Ala
ACA
Thr
ACT
Thr
ACC
Thr
ACA
Thr
AGC
Ser
AAG
Lys
GCG
Ala
ACT
Thr
1757
512
TCT
Ser
TCT
Ser
AGT
Ser
ACT
Thr
ACT
Thr
ACT
Thr
ACC
Thr
TCG
Ser
TCG
Ser
GCC
Ala
TCG
Ser
TCA
Ser
ACA
Thr
ACA
Thr
GTT
Val
GAA
Glu
TGT
Cys
GTG
Val
1811
530
GTT
Val
CCG
Pro
ACC
Thr
GCG
Ala
GTG
Val
GCA
Ala
GTC
Val
ACC
Thr
TTT
Phe
GAT
Asp
GAA
Glu
GTT
Val
GCT
Ala
ACC
Thr
ACA
Thr
ACC
Thr
TAT
Tyr
GGC
Gly
1865
548
GAG
Glu
AAT
Asn
GTC
Val
TAC
Tyr
GTG
Val
GTG
Val
GGA
Gly
TCC
Ser
ATC
lie
TCC
Ser
CAA
Gln
CTG
Leu
GGC
Gly
AGC
Ser
TGG
Trp
GAC
Asp
ACG
Thr
AGC
Ser
1919
566
AAG
Lys
GCC
Ala
GTG
Val
GCC
Ala
CTG
Leu
AGT
Ser
GCC
Ala
AGC
Ser
AAA
Lys
TAC
Tyr
ACC
Thr
TCC
Ser
AGC
Ser
AAC
Asn
AAT
Asn
CTC
Leu
TGG
Trp
TAT
Tyr
1973
584
GTC
Val
ACG
Thr
GTC
Val
ACC
Thr
CTT
Leu
CCC
Pro
GCT
Ala
GGG
Gly
ACG
Thr
ACC
Thr
TTC
Phe
CAG
Gln
TAC
Tyr
AAG
Lys
TTC
Phe
ATC
lie
CGG
Arg
GTT
Val
2027
602
TCG
Ser
AGC
Ser
AGC
Ser
GGG
Gly
TCG
Ser
GTT
Val
ACT
Thr
TGG
Trp
GAG
Glu
AGT
Ser
GAC
Asp
CCG
Pro
AAC
Asn
CGT
Arg
TCA
Ser
TAC
Tyr
ACG
Thr
GTT
Val
2081
620
CCG
Pro
TCC
Ser
GCT
Ala
TGT
Cys
GGG
Gly
ACG
Thr
TCC
Ser
ACC
Thr
GCG
Ala
GTG
Val
GTG
Val
AAC
Asn
ACC
Thr
ACT
Thr
TGG
Trp
CGC
Arg
TAGATGG 
★ ★★
2135
636
GTGAGTCTGGATGAGCCGGTGATGTCTTTCGGCTTCCTGAACTGTTCCATAGCCGCTGGAGGGTGACAACA 2207
GGCGTGATGTATCGCTCGTTATTGTGGAAGCTTTTACCAACAGGACATTTACTTGTACTTATTATTCGTTA 2278
GCATCCTTGTTGGAAACGTTTCTCTCAACCTATTGCAArATTCTGCTCTTTTCTAC 2334
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tamaño puede deberse a la glicosilación de la proteína, ya que estos últimos 
autores sugieren para la misma un contenido de un 7.5% (p/p) de 
carbohidratos. En este sentido es importante resaltar la presencia en las 
posiciones 122, 199, 210, 423, 615 y 632 de sitios potenciales de N- 
glicosilación que se ajustan a la secuencia consenso Asn-X-Ser/Thr-Y 
propuesta por Gavel y von Heijne (1990). La presencia de Pro en X o Y reduce 
la probabilidad de N-glicosilación y frecuentemente, en la zona C-terminal de 
las glicoproteínas los sitios probables generalmente no se glicosilan (Gavel y 
von Heijne, 1990). Esto reduciría la probabilidad de N-glicosilación a las 
posiciones 199, 210 y 423. En las glucoamilasas de A. niger y A. awamori se 
ha demostrado experimentalmente que los dos últimos sitios se encuentran N- 
glicosilados, dado que estas dos posiciones se encuentran conservadas en la 
glucoamilasa de A. terreus, estos residuos también podrían estar glicosilados 
en dicha proteína.
La comparación de la secuencia de la glucoamilasa de A. terreus con las 
secuencias de otras glucoamilasas fúngicas permite asignar a la proteína 
GLA1 los dominios descritos en el apartado 2.2. de la Introducción, un dominio 
catalítico en la región N-terminal, una zona de unión rica en Ser y Thr y un 
dominio de unión a almidón en la región C-terminal.
Siguiendo el trabajo de Coutinho y Reilly (1994a), en el dominio catalítico 
de la glucoamilasa de A. terreus se encuentran los cinco segmentos de 
homología Si a S5 presentes en todas las glucoamilasas (ver figura 24 y 
apartado 2.2.1 de la Introducción). En ellos se encuentran los residuos 
conservados implicados en la catálisis y en la unión del sustrato propuestos 
por homología de secuencia con la glucoamilasa de A. awamori var kawachi. 
Dada la cantidad de residuos implicados en la función de la enzima, sólo se 
hará alusión a los más importantes. En el segmento S2 se encuentra el T rp ^  
(numeración de la proteína de A. terreus), equivalente al Trpi2o de A. niger 
implicado en la formación del complejo enzima-sustrato y esencial para la 
actividad del enzima. Este residuo también se mantiene invariable en las 
glucoamilasas de S. diastaticus y S. fibuligera y en la Taka-amilasa A de A. 
oryzae (Sierks et al., 1989). En los segmentos S3 y S5 se encuentran los 
residuos Glu2o7 (Glu17g en A. niger) y Glu42s (GIU400 en A. niger) que por
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GT STATVTDTWR-----------------------------
GV KSAVQSDVWR-----------------------------
GE STATVTDTWR-----------------------------
GT STAWNTTWR-----------------------------
GGA---AVTTDDAWMGPVGSSGNC
SAGKCAAQTVNDSWR----------------------------
A STATLDDTWR-----------------------------
FIGURA 24. Alineamiento de la secuencia de la glucoamilasa de A. terreus con 
glucoamilasas de la subfamilia Aspergillus. Los aminoácidos mencionados en 
el texto se destacan en negrita. Los residuos idénticos se señalan con un 
asterisco (*) y los cambios conservativos con un punto (.). (A. kawachi: A. 
awamori var kawachi).
116
comparación con la proteína de A. niger podrían ser el ácido y la base 
catalítica respectivamente.
La zona de unión de la glucoamilasa de A. terreus por homología con las 
glucoamilasas de la subfamilia Aspergillus está comprendida entre los residuos 
Ser496 y Glu528 presentando un total de 10 residuos de Ser y 14 de Thr.
Finalmente, en el dominio de unión a almidón se conservan los residuos 
Cys529 y Cys624 que en las ciclodextrin glucosiltransferasas de Bacillus están 
implicadas en la formación de un puente disulfuro. También se encuentran ¡os 
residuos Trp6io y Trp635 que en la glucoamilasa de A. niger (Trp59o y Trp6i5), son 
responsables de la unión al almidón granular y el Trp583 , para el que en A. 
awamori (Trp562 ) se ha determinado una zona mínima a su alrededor necesaria 
para la digestión del almidón crudo.
2.1.4. Estudios previos sobre la regulación de la expresión del gen g la l.
En la región 5’ no codificante del gen glal aparecen algunas secuencias 
características de los promotores de eucariotas. En posición -158 se encuentra 
la secuencia CAAT. También, en posición -88 se encuentra una región 
TATAGATAAATA, rica en AT e interrumpida por una G, similar a la descrita 
como consenso (Gurr et al., 1987). Asimismo, en posiciones -222 y -241 se 
detecta la presencia de dos secuencias divergentes consenso para la unión de 
la proteína CreA. En posición -3 respecto al ATG hay una G como en el gen de 
la glucoamilasa de A. niger. Esta situación se ajusta a la consenso (A o Pu) 
aunque la situación más favorable para el reconocimiento del sitio de inicio de 
la traducción por el ribosoma parece ser una A en posición -3.
En la región 3’ no codificante del gen no se detectan secuencias similares 
a las descritas como consenso para la poliadenilación. Ahora bien, la 
secuenciación de varios clones que contenían la región 3’ del cDNA del gen 
glal amplificada utilizando los oligonucleótidos GLA10 y EGLB (ver apartado 
2.1.2) permitió delimitar la presencia de tres sitios de final de la transcripción 
que se sitúan 182, 185 y 200 pb después del codón de terminación, siendo 
mayoritario el segundo de ellos.
Para estudiar el patrón de transcripción del gen glal se inocularon 105 
ufc/ml en seis matraces que contenían 100 mi de MM con almidón al 1% (p/v) y
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se incubaron 12, 24, 36, 48, 60 y 72 h a 37°C y 200 rpm Finalizado el tiempo 
de incubación se recogió el micelio y se obtuvo su RNA. Se realizó un análisis 
northern utilizando como sonda el fragmento BamH\ de 450 pb procedente del 
plásmido pATGLAI (ver figura 21). La figura 25 muestra el resultado de la 
hibridación. El mRNA del gen g la l se detectó a las 12 h de cultivo. Después de 
sobreexponer el filtro no se detectó ninguna señal en tiempos posteriores, 
indicando que este gen se expresa en un intervalo de tiempo muy estrecho. El 
tamaño estimado para el transcrito fue de 2 kb.
12 24 36 48 60 72
•  g/aY
benA
FIGURA 25. Estudio de la transcripción del gen g la l de A terreus. Análisis 
northern de 10 pg de RNA obtenido a partir de micelio crecido en medio 
MM con almidón al 1% (p/v) Los números indican el tiempo de 
crecimiento en horas Se utilizó como sonda el fragmento BamH\ de 0.45 
kb del plásmido pATGLAI En la parte inferior se muestra el control de 
carga de RNA con la sonda del gen benA
Dado que la señal de hibridación apareció en el primer tiempo estudiado 
decidimos estudiar tiempos más cortos para conocer si la inducción se iniciaba 
antes de las 12 h. Para ello se repitió el experimento en las mismas 
condiciones con tiempos de cultivo de 8, 12, 16, 20 y 24 h El resultado de este 
experimento indica que la transcripción del gen se inicia a las 8 h y decae a 
partir de las 12 h, no detectándose ninguna señal a las 20 h de crecimiento
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(resultados no mostrados). A las 12 h de cultivo el micelio es prácticamente 
inexistente, y en tiempos más cortos solamente se observan conidios 
germinando, lo cual dificulta el sistema de obtención de RNA. Para evitar este 
problema y conseguir unas condiciones de inducción repetitivas sobre una 
cantidad abundante de biomasa, se realizaron cultivos de reemplazamiento. 
En estos cultivos el micelio crecido durante 20 h en medio MMA se separó del 
medio de cultivo y se transfirió a matraces con medio MM que contenían 1% 
(p/v) de almidón. Se incubaron durante 4, 8, 12, 16, 20 y 24 h en las mismas 
condiciones que los cultivos directos Se extrajo RNA de cada cultivo y se 
analizó siguiendo la misma metodología La figura 26 muestra el resultado de 
este experimento El mRNA del gen g la l se detectó 4 h después del 
reemplazamiento alcanzando el máximo de expresión a las 8 h y su 
transcripción apenas fue perceptible a las 12 h Este resultado confirmó que la 
ventana de inducción del gen g la l es muy estrecha
FIGURA 26. Análisis northern de 20 pg de RNA obtenido de micelio crecido en 
MMA y transferido a MM con almidón al 1% (p/v). Los números indican el 
tiempo transcurrido en horas desde el reemplazamiento. Como sonda se 
utilizó el fragmento BamHI de 0.45 kb procedente del plásmido pATGLAI 
En la parte inferior se muestra el control de carga de RNA con la sonda 
del gen benA
4 8 12 16 20 24
benA
glal
12 I

Como se describió en el apartado 2.3 de la Introducción, la regulación de 
la expresión de los genes de glucoamilasa varía de una especie fúngica a otra. 
Para estudiar la regulación de la expresión del gen g la l de A. terreus se 
obtuvo RNA a partir de micelio crecido en distintas fuentes de carbono. Se 
utilizaron cultivos de reemplazamiento recogiendo el micelio para la extracción 
de RNA 8 h después de la transferencia desde medio MMA a medio MM 
suplementado con almidón, glucosa, maltosa, xilosa y las combinaciones 
almidón con glucosa, almidón con maltosa, glucosa con maltosa, glucosa con 
xilosa y maltosa con xilosa, todos ellos al 1% (p/v). Como puede apreciarse en 
la figura 27, el almidón, y en menor grado la maltosa, inducen la expresión del 
gen g la l Este resultado concuerda con el obtenido por Gosh y colaboradores 
(1990a) a partir de sobrenadantes de cultivo suplementados con distintos 
azúcares
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FIGURA 27. Efecto de distintos azúcares en la transcripción del gen g la l. El 
RNA se obtuvo a partir de micelio recogido 8 h después del 
reemplazamiento desde medio MMA a medio MM con los azúcares que 
se indican en la figura a una concentración del 1% (p/v). 20 pig de RNA 
de cada muestra se transfirieron a una membrana de nailon y se 
hibridaron con el fragmento BamVW de 0.45 kb procedente del plásmido 
pATGLAI
Como se observa en la figura 27, la glucosa y la xilosa reprimen la 
expresión del gen gla l, incluso en presencia de almidón y maltosa. La 
presencia en el promotor del gen de dos sitios putativos de unión al regulador 
negativo CreA (ver figura 23) refuerza este resultado de represión por
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catabolito. Por tanto, la regulación del gen glal parece distinta de la del gen 
glaA de A. niger, ya que en este último, según algunos autores, la glucosa 
actúa como inductora de la síntesis de glucoamilasa mientras que la xilosa 
actúa como represora (Fowler etal., 1990).
2.2. SOBREPRODUCCIÓN DE LA PROTEÍNA GLA1 DE A. terreus.
La producción industrial de una enzima puede mejorarse haciendo uso de 
técnicas biotecnologías (Ramón, 1996). Para ello hay que conseguir 
incrementar la cantidad de enzima secretada o conseguir su producción en 
unas condiciones de cultivo en las que su purificación sea más sencilla. Dada 
la disponibilidad de sistemas de transformación para A. terreus, así como del 
gen glal, decidimos abordar la sobreproducción y/o producción específica de 
la proteína GLA1.
2.2.1. Sobreproducción de la proteína GLA1 en A  terreus.
Para mejorar los niveles de producción de la proteína GLA1 en A. terreus 
se decidió introducir por transformación varias copias del gen glal, esperando 
que, como se ha descrito en el caso del gen glaA de A. niger, un aumento de la 
dosis génica del gen conllevara un aumento de la cantidad de proteína 
secretada (Finkelstein ef a/., 1989; Verdoes et al., 1993). Para ello, se 
cotransformó la cepa silvestre de A. terreus con los plásmidos pATGLAI y 
pAN7-1 siguiendo el método descrito en el apartado 9 de Materiales y 
Métodos. De los presuntos cotransformantes resistentes a HmB obtenidos se 
eligieron los nueve que presentaron un crecimiento más vigoroso para ser 
estudiados más profundamente.
Se aisló DNA de cada uno de ellos y se analizó por el método de 
Southern usando los enzimas Smal (un punto de corte en pATGLAI) y A/col 
(no corta en pATGLAI). Como sonda se utilizó el fragmento BamH\ de 450 pb 
de pATGLAI. El resultado de este experimento indicó que únicamente las 
cepas CHGio, CHGis, CHG19 y CHG27 eran cotransformantes reales. En todas 
ellas la integración de pATGLAI se produjo en un locus distinto a glal. Los
" x
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cotransformantes CHG10, CHG19 y CHG27 presentaron un patrón de hibridación 
compatible con la introducción de varias copias en tándem y reorganizaciones 
entre algunas de las copias integradas. En el cotransformante CHG18 se 
observó la integración de varias copias en tándem (resultados no mostrados).
Se inocularon conidios de la cepa silvestre de A. terreus y de los 
cotransformantes CHG10, CHG18 y CHG27 en matraces que contenían 20 mi de 
medio MM con almidón al 1% (p/v). Se incubaron durante 24 y 48 h y se 
determinó la actividad glucoamilasa en el medio de cultivo así como el peso 
seco del micelio. Los resultados obtenidos pueden verse en la tabla 9.
TABLA 9. Actividad glucoamilasa de la cepa silvestre de A. terreus y de tres 
cotransformantes en cultivos directos 24 y 48 h después de la 
transferencia a medio con almidón. Los valores presentados son la media 
de tres experimentos.
ACTIVIDAD GLUCOAMILASA (U/g de peso seco)
CEPA 24 h 48 h
Silvestre 296.2 ± 4.4 1074.7 ± 109.5
CHG10 603.1 ±85.5  1509.4±232.9
CHG18 288.1 ±15.1 912.2 ±115.6
CHG27 768.9 ±73.7 1458.7 ±201.9
El cotransformante CHG18 produjo unos niveles de glucoamilasa similares 
a los de la cepa silvestre. Por el contrario, los cotransformantes CHG10 y 
CHG27 presentaron una actividad entre 2 y 2.5 veces mayor que la cepa
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silvestre a las 24 h de cultivo que se redujo a las 48 h. Estos incrementos no 
son espectaculares y no se correlacionan con el incremento de dosis génica. 
Como se ha visto en el apartado 2.3. de la Introducción, la integración de 
copias adicionales de un gen no garantiza la obtención de un incremento en la 
producción de la proteína codificada por el mismo, ya que se pueden producir 
problemas relativos al lugar de integración y a la titulación de proteínas 
reguladoras específicas. En los transformantes analizados la integración se ha 
producido en diferentes lugares del genoma, por lo que la hipótesis de la 
titulación de activadores puede ser más plausible. El análisis de la 
transcripción del gen de la glucoamilasa de A. terreus en los cotransformantes 
nos permitirá conocer si, como en los transformantes multicopia de A. niger, la 
producción de glucoamilasa está limitada a nivel de transcripción (Verdoes et 
a i, 1993).
2.2.2. Expresión del gen gla l en A . nidulans.
Dado que se ha descrito la inducción por almidón del promotor del gen 
glaA de A. niger en A. nidulans (Gwynne et al., 1987; Carrez et al., 1990) y que 
la glucoamilasa de A. niger se ha secretado en A. nidulans (Contreras et al., 
1991), decidimos expresar el gen glal de A. terreus en A. nidulans para 
sobreproducir la glucoamilasa clonada. Para ello, la cepa A. nidulans V002 se 
cotransformó con los plásmidos pATGLAI y pPL5. Algunos de los 
cotransformantes obtenidos se sembraron en placas de medio MM con almidón 
al 1% (p/v) para determinar cuales de ellos eran cotransformantes. Como 
control negativo se utilizó un transformante que portaba únicamente pPL5. La 
capacidad amilolítica de estos transformantes se reveló tiñendo las placas con 
vapores de yodo, detectándose la presencia de grandes halos de degradación 
en varios de ellos que se denominaron CNdGi, CNdG3, CNdG5, CNdG6, 
CNdG7, CNdGio y CNdGi4 y halos menores en el transformante control y en 
otros cotransformantes que se denominaron CNdG4, CNdGg y CNdGn.
Se obtuvo DNA de estos transformantes que se digirió con Smal (corta 
una vez en pATGLAI) y A/col (no corta en pATGLAI). Se llevó a cabo un 
análisis Southern usando como sonda un fragmento de 1.3 kb amplificado por 
PCR utilizando como molde el cDNA del gen glal y los cebadores GLA6 y
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CNdGi CNdG3 CNdG4 CNdG5 CNdG6 CNdG7 CNdG9 CNdG10 CNdGn CNdGu
ND N S ND N S ND N S ND N S ND N S ND N S ND N S ND N S ND N S ND N S
11.5
4.5
2.8
2.4
2.1
1.7
«ti
V002
ND N S
FIGURA 28. Análisis molecular de 5 pg de DNA de los cotransformantes de A. nidulans V002 con pPL5 y pATGLAI. Como sonda 
se utilizó un fragmento de 1.3 kb del cDNA del gen gla l de A. terreus amplificado por PCR con los cebadores GLA6 y GLA9 
(ND: sin digerir. N: A/col, S: Sma\).

GLA9. El resultado de este experimento puede verse en la figura 28. Como 
puede apreciarse, el DNA de los cotransformantes CNdG4, CNdGg y CNdGn. 
así como el de la cepa receptora, no hibridó con la sonda. En el resto de 
cotransformantes estudiados aparecieron señales de hibridación con la sonda, 
confirmando que eran cotransformantes reales. En todos ellos parece que se 
ha integrado distinto número de copias del gen en tándem en un sitio único y. 
aparentemente en algunos pueden haberse producido reordenaciones.
Para comprobar sí la introducción de copias del gen glal tenía algún 
efecto sobre la actividad glucoamilasa liberada a! medio de cultivo se eligieron 
los cotransformantes CNdG6l CNdGio y CNdGu. Conidios de estos 
transformantes se inocularon en medio MMA. El micelio crecido después de 20 
h de cultivo se transfirió a matraces de medio MM con almidón al 1 % (p/v) y la 
incubación continuó durante 24 y 48 h. Posteriormente se determinó la 
actividad glucoamilasa en el sobrenadante de cultivo así como el peso seco 
del micelio. Como control del experimento se utilizó la cepa de A. nidulans 
V002 sin transformar. El resultado de este experimento aparece reflejado en la 
tabla 10.
En dos de los tres cotransformantes, CNdG6 y CNdG10, se produjo un 
aumento considerable de la producción. En el caso de CNdGIO, a las 24 h de 
transferencia a medio con almidón este cotransformante produjo veinte veces 
más que la cepa receptora, y alcanzó un nivel de actividad tres veces superior 
al de la cepa silvestre de A. terreus (ver tabla 9). Estas condiciones pueden 
ser idóneas para llevar a cabo la purificación de la enzima.
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TABLA 10. Actividad glucoamilasa de la cepa receptora A. nidulans V002 y de 
tres cotransformantes en cultivos de reemplazamiento 24 y 48 h después 
de la transferencia a medios con almidón o maltosa. Los valores 
presentados son la media de tres experimentos.
ACTIVIDAD GLUCOAMILASA (U/g de peso seco)
CEPA 24 h 48 h
V002 43.8 ±5 .3  103.2 ±16.2
CNdG6 225.1 ±21.6 408.2 ±34.2
CNdG10 918.9 ±10.3 536.6 ±68.9
CNdG14 30.6 ± 5.6 343.8 ± 45.9
Aunque el nivel de sobreproducción de glucoamilasa que se ha 
conseguido tanto en los cotransformantes de A. terreus como en los de A. 
nidulans no puede considerarse elevado, los resultados descritos en este 
apartado nos permiten disponer de un método para la sobreproducción de la 
glucoamilasa de A. terreus. Asimismo, es importante destacar que el promotor 
del gen glal puede tener interés biotecnológico. En este sentido utilizando 
dicho promotor se ha construido un vector de expresión que ha sido utilizado 
con éxito en la sobreproducción de una proteína de cubierta de un rotavirus 
(Villanueva, comunicación personal).
132
CONCLUSIONES.

1) Se ha desarrollado un método de transformación de protoplastos de
Aspergillus terreus basado en la adquisición de resistencia a HmB. La 
frecuencia de transformación de este método es 3 x 10'5 transformantes 
por pg de plásmido transformante y protoplasto viable. En los 
transformantes analizados el DNA transformante se integra en diferentes 
locus en el genoma del hongo receptor, en la mayoría de los casos en 
forma de tándems. Los transformantes son mitoticamente estables y la 
integración del vector no parece afectar a la producción de enzimas 
extracelu lares.
2) Se ha obtenido un mutante de A. terreus en el gen que codifica la OTCasa
que presenta una frecuencia de reversión inferior a 10"8. La mutación 
presente en esta cepa se ha denominado arg1. Se ha realizado un 
análisis molecular de este mutante, determinándose la ausencia de 
grandes reorganizaciones, deleciones o inserciones en el locus argl.
3) Este mutante ha sido utilizado como cepa receptora en el desarrollo de un
método de transformación por complementación heteróloga de su 
auxotrofía con el alelo silvestre del gen argB de A. nidulans. La 
frecuencia de transformación de este método es 2 x 10'5 transformantes 
por pg de plásmido transformante y protoplasto viable. En los 
transformantes analizados el DNA transformante se integra 
ectopicamente en diferentes locus en el genoma del hongo receptor, en 
forma de tándems. Los transformantes son mitoticamente estables y la 
integración del vector no parece afectar a la producción de enzimas 
extracelulares.
4) Se ha clonado y secuenciado el gen argl de A. terreus. La secuencia de
aminoácidos deducida indica que la OTCasa de A. terreus es una 
proteína de tamaño molecular 39226 Da que contiene en el extremo 
amino terminal un péptido señal de direccionamiento a la mitocondria, así 
como algunos residuos conservados en todas las OTCasas implicados en 
la unión del carbamil fosfato y la ornitina.
5) La expresión del gen argl está regulada a nivel transcripcional y sometida
al control general de la síntesis de aminoácidos.
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6) El alelo silvestre del gen argl y el mutante en OTCasa de A. terreus han
sido utilizados para desarrollar un método de transformación por 
complementación homologa. Dicho método no incrementa las frecuencias 
de transformación obtenidas con los métodos previamente desarrollados. 
En todos los transformantes ensayados la transformación se produjo por 
integración del DNA transformante en el locus argl.
7) Se ha clonado y secuenciado un gen de A. terreus que codifica una
glucoamilasa. Dicho gen, denominado glal, codifica una proteína de 
tamaño molecular 67789 Da que contiene un péptido señal de 28 
aminoácidos. Por homología con otras glucoamilasas es posible 
identificar en su secuencia un domino catalítico en el extremo amino 
terminal y un dominio de unión al almidón en el carboxilo terminal, así 
como una región intermedia rica en serina y treonina.
8) La expresión del gen glal está regulada transcripcionalmente. El almidón y
la maltosa son inductores de la transcripción del gen, mientras que la 
glucosa y la xilosa actúan como represoras.
9) Se han construido transformantes multicopia de A. terreus en el gen glal.
Algunos de ellos secretan entre 2 y 2.5 veces más glucoamilasa que la 
cepa silvestre, si bien esta sobreproducción puede considerarse 
insuficiente.
10) El gen glal ha sido expresado en A. nidulans. Su expresión se induce en
presencia de almidón. Algunos transformantes multicopia de A. nidulans 
para dicho gen producen veinte veces más glucoamilasa que la cepa 
receptora permitiendo una purificación sencilla de dicha enzima.
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